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 内容梗概 
 
微生物を用いた物質生産は、近年の地球環境問題に対する関心の高まりを受けて、こ
れまでにも増して注目されており、物質生産効率の向上は至上命題となっている。対象
となる物質生産は多岐に渡り、宿主となる微生物も目的に応じて様々なものが用いられ
ている。こうした背景のもと、物質生産に向けた有用細胞の育種はもちろん、いかにす
れば有用細胞を創製することができるかという設計原理の構築が求められている。物質
生産に向けた有用細胞の取得のためには、生物が厳しい環境条件に対しても適応できる
という性質を利用した変異育種や進化工学といった手法がこれまで広く用いられてき
た。また、近年の技術の進歩により、細胞状態を網羅的に解析する手法が登場してきた。
最近では、このような進化工学などによる有用細胞の取得と、網羅的解析とを組み合わ
せることによる研究が、有用細胞を育種するための有力な手法の 1 つとして台頭しつつ
ある。このような気運を受けて本研究では、進化工学の 1 手法として長期植え継ぎ培養
系を用い、これによる有用株の取得と、その網羅的解析による育種方法についての研究
を行った。 
 本研究では解析対象の微生物として大腸菌 Escherichia coliを用い、ストレスに対して
適応した菌を取得し、その解析によりストレス耐性に関与する情報の取得を試みた。ス
トレス環境の題材としてはエタノールストレスを用いた。エタノールはバイオ燃料とし
て既に工業的に利用されているが、その微生物による生産の際には、生産物であるエタ
ノールによる毒性が生産効率の低下を引き起こすことが解決すべき課題となっている。
そのため本研究の遂行によって、バイオエタノール生産の生産性向上に貢献するような
知見を得ることを期待して、題材として選んだ。 
本学位論文は第 1 章から第 6 章より構成される。以下に本論文の各章の内容を示す。
第 1 章では本研究の背景と目的について記述した。 
第 2 章ではストレスに対する適応株の取得について記した。エタノールストレス環境
における長期植え継ぎ培養を複数系列行い、比増殖速度が上昇したような株（適応株）
を 6 株得た。 
第 3 章では、第 2 章で得た適応株と親株について遺伝子発現情報の解析を行った。適
応株 6 株と親株の計 7 株について、エタノール存在下および非存在下の 2 条件における
網羅的遺伝子発現量の測定を行い、これらを比較することにより、エタノールに対する
応答や適応に関与する要素の探索を行った。その結果見出された知見の一例として、適
応株ではアミノ酸（Trp, His, Ile など）の合成に関与する遺伝子の発現量が上昇している
ことを明らかにした。またこれらのアミノ酸の培地中への添加により、親株のエタノー
ル存在下における比増殖速度が上昇したことから、これらのアミノ酸がエタノールスト
レス耐性に関与することが示唆された。また、エタノールに対する応答や、長期培養実
 験の過程で、細胞内の酸化還元状態が変化していることが示唆された。これにより、ス
トレスに対する応答や適応は、細胞内の代謝レベルの変化を引き起こしたことが示唆さ
れた。 
第 4 章では代謝ネットワークに着目して遺伝子発現量の違いを解析する手法を開発
した。第 3 章の結果より、適応株の代謝状態が変化していることが示唆されたため、代
謝レベルの相違に着目した解析により、ストレスへの適応によって生じた現象をより詳
細に理解できると考えたためである。第 4 章ではまず、生物が細胞内に持つ代謝ネット
ワークを、データベースを用いて構築し、発現量が変化しているような遺伝子が集中し
ているような経路を網羅的にスクリーニングするというアルゴリズムを構築した。この
手法を用いることで従来手法（遺伝子機能の情報を用いたスクリーニング）よりも、代
謝レベルの変化をより詳細に把握することができることを示そうとした。この手法が有
効に働くことの検証を、まずは大腸菌以外の生物種において取得した遺伝子発現データ
を用いて行うこととし、ラガービール醸造に用いられるラガービール酵母の遺伝子発現
データに対してこの手法を適用した。 
 第 5 章では、第 4 章で構築した代謝ネットワークに着目した解析手法を用い、大腸菌
エタノールストレス適応株と親株の遺伝子発現データの解析を行うことで、エタノール
ストレスに対する応答や、長期培養実験の過程における代謝レベルの変化を明らかにし
ようとした。その結果、ピルビン酸を中心とする TCA 回路近傍の代謝反応に関わる遺
伝子の発現量が、エタノールストレスの有無や、適応株と親株の比較において変化して
いることが見出された。このことは、第 3 章において推察したような細胞内酸化還元状
態の変化と対応するものであり、エタノールストレスによって引き起こされた現象を代
謝状態の変化という観点から明らかにすることができた。また、第 5 章で行った解析に
より、エタノールストレス存在下においては核酸合成経路の一部が活性化するというこ
となどを新たに見出した。 
最後に第 6 章では本研究で得られた知見をまとめ、進化工学と網羅的情報を組み合わ
せることによる手法が有用細胞の育種にどのように貢献できるのかについて論じ、その
結果を踏まえて今後の展望について述べた。 
 
 
  
 目次 
 
第 1 章 序論 
 1.1 研究の背景 
 1.2 網羅的解析をもとにした有用細胞の育種 
 1.3 進化工学による有用細胞の育種 
 1.4 進化工学と網羅的解析の組み合わせによる有用細胞の育種 
 1.5 本論文の目的および論文の構成 
第 2 章 長期植え継ぎ培養を用いた大腸菌のエタノールストレスへの適応 
 2.1 緒言 
 2.2 実験方法および実験材料 
  2.2.1 使用菌株 
  2.2.2 使用培地 
  2.2.3 大腸菌の培養 
   2.2.3.1 試験管を用いた培養実験 
   2.2.3.2 濁度計つき振とう培養装置を用いた培養実験 
   2.2.3.3 植え継ぎ培養実験 
   2.2.3.4 長期植え継ぎ培養実験 
 2.3 結果 
 2.3.1 ストレス環境下における長期植え継ぎ実験に供するための親株の取得 
  2.3.2 長期植え継ぎ実験に供するためのエタノールストレス濃度の検討 
  2.3.3 エタノールストレス環境下における長期植え継ぎ実験による適応株 
の取得 
  2.3.4 様々なエタノール濃度における比増殖速度の評価 
  2.3.5 エタノールストレス適応株の表現型安定性の検証 
 2.4 考察 
 2.5 結言 
第 3 章 遺伝子発現情報に基づくエタノール適応株の解析 
 3.1 緒言 
 3.2 実験方法および実験材料 
 3.2.1 使用菌株 
 3.2.2 使用培地 
  3.2.3 大腸菌の培養 
   3.2.3.1 試験管を用いた培養実験 
   3.2.3.2 濁度計つき振とう培養装置を用いた培養実験 
……………...…………………………………………...……………..………..1 
……………...…………………………………….……………...………..1 
………………………………....……….3 
………………………………………….……...….5 
………….………...6 
………………………………………….…………7 
.……..…10 
………………………….………………………………………………………..10 
….………………………………………………………..13 
…………………………………………………………………………13 
…………………………………………………………………………13 
……………………………………………………………………14 
…………………………………………………14 
…………………………14 
..…………..……………………………………………14 
…………………………………………….………14 
…………………………....………………………………………………………15 
..15 
……..17 
 
……………………………………………………………………………19 
……………….………..20 
……………….………..21 
…………………………………………………………………………………...,23 
……………………………………………………………………………………25 
………………………..…26 
……………………………………………………………………………………26 
…………………………………………………………..28 
…………………………………………………………………………28 
…………………………………………………………………………28 
……………………………………………………………………29 
………………………………………….………29 
…………………………29 
   3.2.4 DNA マイクロアレイを用いた遺伝子発現量の測定 
   3.2.4.1 タイリングアレイの概要 
   3.2.4.2 DNA マイクロアレイ実験 
3.2.5 DNA マイクロアレイ解析 
   3.2.5.1 マイクロアレイデータの前処理 
   3.2.5.2 マイクロアレイデータの解析 
   3.2.5.3 統計検定 
  3.2.6 軟寒天培地による細胞運動性試験 
  3.2.7 アミノ酸および硫酸鉄の添加による増殖への影響 
  3.2.8 蛍光プローブによる細胞内活性酸素種濃度の測定 
   3.2.8.1 測定原理 
   3.2.8.2 活性酸素種濃度の測定 
 3.3 結果 
   3.3.1 親株および適応株の遺伝子発現情報の主成分分析 
   3.3.2 主成分分析により得られた情報を用いた遺伝子のスクリーニング 
と機能分類 
    3.3.2.1 第一主成分に対して大きく寄与する遺伝子の機能 
    3.3.2.2 第二主成分に対して大きく寄与する遺伝子の機能 
    3.3.2.3 第三主成分に対して大きく寄与する遺伝子の機能 
   3.3.3 アミノ酸および硫酸鉄の添加による増殖への影響 
   3.3.4 エタノール適応による細胞内活性酸素種濃度の変化 
 3.4 考察 
 3.5 結論 
第 4 章 代謝ネットワーク構造に基づく遺伝子スクリーニング手法の開発 
 4.1 緒言 
 4.2 実験方法および実験材料 
  4.2.1 代謝ネットワーク構造に基づく遺伝子スクリーニング 
   4.2.1.1 代謝ネットワーク構造に基づく遺伝子スクリーニングの概要 
   4.2.1.2 代謝ネットワーク構造に基づく遺伝子スクリーニングの 
アルゴリズム 
   4.2.1.2 代謝ネットワークの構築 
  4.2.2 ラガービール酵母の DNA マイクロアレイデータの取得 
   4.2.2.1 使用菌株 
   4.2.2.2 ラガービール酵母の培養 
   4.2.2.3 DNA マイクロアレイを用いた遺伝子発現量の測定 
  4.2.3 DNA マイクロアレイ解析 
…………………….….29 
………………………………………………….29 
…………………………………………………30 
……………………………………………………..30 
……………………………………….....30 
………………………………………….....31 
…………………………………………………………………….31 
……………………………………………33 
………………………...33 
………………………...33 
…………………………………………………………………….33 
……………………………………………………34 
……………………………………………………………………………………35 
……………………...35 
 
……………………………………………………………………39 
…………………39 
…………………50 
…………………59 
………………………63 
……………………67 
……………………………………………………………………………………72 
……………………………………………………………………………………75 
…………76 
…………...……………………………………………………………………….76 
……………………………………………………………81 
……………………81 
………81 
 
………………………………………………………………...82 
………………………………………………….83 
………………….83 
……………………………………………………………………..83 
………………………………………………….83 
……………………84 
……………………………………………………..84 
    4.2.3.1 遺伝子発現データの前処理 
   4.2.3.2 遺伝子機能分類 
 4.3 結果 
   4.3.1 ラガービール酵母の DNA マイクロアレイデータの取得 
   4.3.2 ラガービール酵母の DNA マイクロアレイデータの遺伝子 
機能分類による解析 
   4.3.3 ラガービール酵母の DNA マイクロアレイデータの代謝 
ネットワーク構造に着目した解析 
    4.3.3.1 代謝ネットワークの構築 
    4.3.3.2 スクリーニングによって得られた代謝ネットワーク 
 4.4 考察 
 4.5 結言 
第 5 章 代謝ネットワークに着目したエタノール適応株の解析 
 5.1 緒言 
 5.2 実験方法および実験材料 
5.2.1 使用した遺伝子発現データ 
5.2.2 代謝ネットワークの構築 
5.2.3 代謝ネットワーク構造に基づくスクリーニングのアルゴリズム 
 5.3 結果 
5.3.1 大腸菌親株および適応株における遺伝子発現データの代謝 
ネットワーク構造に着目した解析 
5.3.2 エタノールストレスの有無によって発現量が変化した代謝経路 
5.3.3 親株とエタノール適応株とで発現量が変化した代謝経路 
 5.4 考察 
 5.5 結言 
第 6 章 結論 
 6.1 結果のまとめ 
 6.2 エタノールストレスへの応答や耐性付与、エタノール生産に対する 
本研究の寄与 
 6.3 今後の展望 
参考文献 
Appendix 
謝辞 
 
 
 
………………………………………………84 
…………………………………………………………….84 
…………………………………………………………………………………….85 
……………….85 
 
…………………………………………………………86 
 
…………………………………………89 
………………………………………………89 
…………..…91 
……………………………………………………………………………………95 
……………………………………………………………………………………96 
………………………97 
……………………………………………………………………………………97 
……………………………………………………………98 
…………………………………………………….98 
………………………………………………………98 
…………98 
……………………………………………………………………………………99 
 
……………………………………………99 
….…….102 
…………..……102 
…………………………………………………………………………………106 
. ………………………………………………………………………………….107 
………………………………………………………………………………..108 
……………………………………………………………………….108 
 
…………………………………………………………………….109 
………………………………………………………………………...112 
…………………………...………………………………………….……………114 
…….………………………………………………………………..…………….127 
………………………………………………………………………………………….146 
 
 
 
1 / 146 
第 1章 序論 
 
1.1 研究の背景 
 微生物は古くは発酵食品などの生産に用いられてきた。こうした発酵食品の生産は、
微生物の細胞内において起こる、生存や繁殖のために必要な物質を生成するための生体
内化学反応（代謝反応）を利用したものである。最近では環境負荷の低減のために、微
生物を用いた物質生産の重要性が認識されつつある（Rittmann 2008; Okano et al., 2010）。
このような物質生産もまた、微生物の代謝を利用したものにほかならない。 
こうした物質生産に際しては、物質生産菌の生産効率を上昇させることが求められる。
そのためのアプローチを大別すると(1)目的物質のより効率的な生成、(2)生産効率低下
の要因の排除の 2 つが挙げられる。(1)の目的物質のより効率的な生成のための方策と
しては、基質となる栄養源の取り込み速度や目的物質の生成速度の向上、副生成物を減
少させることによる目的物質の収率の上昇などが挙げられ、そのような特性を持つ菌株
の単離や育種が試みられてきた。(2)の生産効率低下の要因とは、物質生産の過程で生
じ、物質生産菌の生産性の低下を引き起こすストレスのことを指し、それを緩和したり
回避したりする努力がなされてきた。このようなストレスには、物質生産の各工程に生
じる、様々な要因に起因するものがある。たとえば培養初期の高い基質濃度に起因する
浸透圧や、発酵熱による高熱ストレス、生産物の蓄積による毒性によるストレス、物質
生産過程における環境（pH、基質濃度など）の変化によるストレスがある。これらを
軽減、回避するための方策として、物質生産プロセスの改良（基質を徐々に添加する流
加培養、基質の添加と同時に培養液の抜き取りも行う潅流培養など）や、ストレスに強
い菌株の単離や育種が行われてきた（Jarboe et al., 2007; Taylor et al., 2008）。 
前述のような生産性向上に向けた物質生産菌の育種のために古典的に用いられてき
た方法の 1 つとして、変異育種がある。紫外線や変異誘導物質を用い、細胞のゲノムに
突然変異を生じさせることで、元の菌株と異なる性質を有する変異株を発生させること
ができる。このようにして生じさせた多数の変異株から、目的とする性質を持つような
有用株を選抜し、物質生産などに用いるという方法が用いられていた（相田ら, 1986）。
しかしこの方法によって得た変異株に、どのような細胞の性質の変化が起こったのかを
知ることは困難であり、生産性の向上にどのような要素が必要であるか理解することは
難しかった。そのため、目的に応じてその都度新たな変異株を得る必要があるという点
や、得た複数の変異株の特性を複合させることが難しいという問題点がある。変異育種
を用いた方法によって、様々な微生物による非常に多くの物質生産において数々の成功
例があるにも関わらず、前述のような問題点により、これらの成功例を組み合わせたり、
さらに発展させたりするということは困難であった。変異育種による方法は、そのよう
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な点において汎用性に欠けるといえる。また、目的とする性質を付与するような変異以
外の、不要または有害な変異が同時に生じてしまうことがある。たとえば、対象とする
物質の生産能が高い変異株を選抜すると、しばしばその増殖能は野生型株よりも劣って
いることがある（Ikeda, 2003）。このように、変異育種はその簡便さにより多くの成果
を挙げ、現在まで用いられてきたが、解決すべき問題も多く抱えているといえる。 
 一方、分子生物学の発達により、細胞の構成要素である遺伝子やタンパク質について
の研究が進み、生物システムについての知見が徐々に蓄積されるにつれ、物質生産の過
程で起こっている現象の理解が可能となってきた。また、分子生物学の発展による遺伝
子組換え技術（Curtiss, 1976）の登場により、人為的に遺伝子の改変を行い、それにより
物質生産菌の表現型を操作することによる育種を行うことができるようになってきた。
しかし、人為的な遺伝子の改変を行う際にどのような遺伝子をターゲットとすればよい
かということが新たな課題として生じてきた。 
 また、生化学や生理学の発展により、細胞内の主要な代謝反応や、それに関与する遺
伝子やタンパク質についての知見が蓄積されてきた（Gots and Benson, 1974）。そのため、
基質となる栄養源の取り込み速度や目的物質の生成速度の向上、また副生成物を減少さ
せることによる目的物質の収率の上昇などのために、どの遺伝子をターゲットとすべき
であるかについて、ある程度の示唆を得ることができるようになった。また、細胞が有
する環境応答機構に関する研究により、細胞がストレスにどのように応答しているのか
が徐々に明らかにされ（Gregory et al., 1973; Anderson et al., 1979; Craig, 1985）、そうした
知見を物質生産過程におけるストレスの緩和や回避に生かすことが可能となってきた。 
しかしながら、こうした知見を手掛かりとしながらも、遺伝子改変による細胞育種は
しばしば多大なる試行錯誤を必要とした。このことの原因として考えられるのは、生物
の有する複雑さである。生体内で起こる代謝反応や、環境に対する応答反応は全て DNA、
RNA、タンパク質という多段階の情報伝達によって制御されている。DNA、RNA、タ
ンパク質はそれぞれの階層において複雑な相互作用のネットワークを形成しており、ま
た階層間にも相互作用が存在する（Fig. 1.1）。これらの要素数は現在明らかになってい
る範囲で、それぞれ数百から千以上にも上る。さらに、このような生体内のネットワー
クの形状は、株間や生物種間で異なった特徴を有する。このような複雑な生物システム
を対象とし、個々の遺伝子について組み換え技術による改変を行おうと考えた時に、生
物の全体としてのふるまいにどのような影響を与えるかを予測することは多くの場合
非常に困難である。こうした理由により、遺伝子改変によって目的の性質を細胞に付与
しようとする細胞育種は、試行錯誤による事例の蓄積や経験則に基づいて行われること
が多かった。そのため、有用菌株の合理的な育種手法の開発や、合理的育種のための生
物システムの理解が望まれてきた。 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.2 網羅的解析をもとにした
 近年の分子生物学の発展
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 また、ゲノム配列のみならず細胞の内部状態を一斉分析する手法も登場した。たとえ
ば DNA マイクロアレイ技術の登場により、細胞内の全ての遺伝子について、その発現
量を一度に測定することが可能となった（Lipshutz et al., 1999; Noordewier and Warren, 
2001; Kapranov et al, 2003）。また各種クロマトグラフィーや質量分析計により、細胞内
外の代謝物質量を一斉に測定することが可能となった（Monton and Soga, 2007; 
Rabinowitz, 2007; Krone et al., 2010）。こうした分析技術を用いて、生物のストレス応答
機構のより詳細な理解や、目的物質の生産性の向上を目指す研究が行われるようになっ
た。このような研究の最もベーシックなアプローチの 1 つとしては、同一の菌株を用い、
その状態が異なるような場合を解析対象とするものがある。たとえば環境ストレスが存
在する場合と存在しない場合の比較により、生物のストレス応答機構のゲノムワイドな
解析を行うことができる。大腸菌を題材としたものでは、高温ストレスや浸透圧ストレ
スなどの環境ストレスに対して、どのような遺伝子の発現が誘導されたり抑制されたり
するのかを解析したという例がある（Gunasekera et al., 2008）。しかしながらこの方法は、
ストレス対しての細胞の応答を解析することができても、そのようにして発見した、ス
トレスに対して応答を示す遺伝子が、ストレス耐性をもたらすものであるかどうかは明
らかではない。一方、より直接的にストレス耐性に関与する要素をスクリーニングする
ための方法としては、野生型株と、それよりも優れたストレス耐性を有する近縁種とを
比較することによって、ストレス耐性に関与する知見を得ようとするものがある。たと
えば、伝統的に醸造などに用いられてきた醸造酵母は、実験室酵母と比較して、醸造中
に生じるストレス（基質である糖や生産物であるエタノールの高濃度ストレス）に対し
て優れた耐性を示す。醸造酵母と実験室酵母の遺伝子発現パターンの比較により、エタ
ノールストレス耐性や、醸造特性に関与すると思われる要素の抽出に成功したという成
功例がある（Hirasawa et al., 2007; Shobayashi et al., 2007）。 
このように、標準的な株とストレス耐性株や物質生産株との比較は、生産性向上のた
めの知見を効率よく取得する強力な手法の 1 つとして用いられている。しかしながら、
この方法を常に用いることができるとは限らない。その理由は、目的とする性質を有す
る株（上述のストレス耐性株などに対応するもの）が常に存在するとは限らないからで
ある。醸造酵母は人類の歴史の中で、長い期間にわたって酒類の製造に用いられてきた
ため、その過程で醸造プロセスに特化した性質を獲得したと考えられる。従って、エタ
ノール耐性を汎用性のある実験室酵母などに付与しようと考えた時に、リファレンスと
すべき菌株としてそうした醸造酵母に白羽の矢が立つのは自然な着想である。しかし最
近では、微生物を用いた物質生産の対象は多岐にわたっている。たとえばバイオ燃料と
していち早く研究が進み、実用化がなされたのはエタノールであるものの、最近では、
より燃料としての化学的性質が優れたブタノールやプロパノールなどが着目されつつ
ある（Dürre, 2007; Yan and Liao, 2009）。前述のように、エタノール耐性の解析には醸造
酵母を用いることができたが、プタノールやプロパノールなど、人類の歴史においてこ
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れまであまりなじみがなかったような物質に対して耐性を有するような菌株は、とりわ
け酵母や大腸菌のような、物質生産菌の宿主として通常用いられるようなモデル生物や
その近縁種においては、単離がなされていない場合がほとんどである。このように、標
準株とストレス耐性株（や物質生産株）との比較による育種は、任意の目的物質を対象
とすることはできず、より一般性のある方法論の開発が望まれている。 
 
 
1.3 進化工学による有用細胞の育種 
 生物は厳しい環境条件などに対しても、長期間かけて適応するという環境適応能力を
有する。たとえば元来増殖が困難であったり、増殖が可能であったとしてもその速度が
著しく小さくなるような環境条件に置かれても、しだいに増殖能を獲得または回復させ
る（適応する）という現象がしばしば観察される。このような適応現象は、個体レベル
で生じることもある。とりわけ世代時間が長いような生物種では、個体レベルの適応現
象がよく観察される。また、世代をまたいでこのような適応現象が起こる場合もあり、
世代時間の短い微生物においてよく研究がなされている。こうした適応現象を育種に利
用するという試みが行われてきた（Sauer 2001）。このような適応現象は、細胞に生じた
変異と、自然淘汰による適者生存によって起こると考えられており、進化の一種である
といえる。変異育種は通常、変異剤による変異の導入と、目的とする形質の選択培地に
よるスクリーニング（多くは寒天培地によるシングルコロニーアイソレーション）とい
う 2 つの段階からなり、人為的な進化プロセスの一種と解釈することができる。また、
上述のような寒天培地を用いた変異育種以外にも、リアクターによる連続培養系や試験
管による植え継ぎ培養系などを用いて長期間培養することによる実験室進化も、しばし
ば行われてきた（Helling et al., 1987; Lenski and Bennett; 1993）。このように生物進化を工
学的な目的に利用することを進化工学と呼ぶ。進化工学による育種は、希望する性質や
機能を人為的に設計することができない場合であっても、生物進化の原理を利用して希
望する性質や機能を持つ生物を獲得することができるという特徴があり、古くから利用
されてきた。 
網羅的な分析手法の登場以前は、進化工学的手法によって得た株にどのような変化が
起こり、目的とする性質が付与されたのかを解析することは困難であった。そのため、
進化工学の研究分野においては、タンパク質や核酸など、配列情報の分析が比較的容易
な生体高分子を題材として、欲しい機能を有する生体高分子を創製したり、得られた高
分子の構造解析により高分子の設計原理を理解するという研究（進化分子工学）が多く
行われた（伏見, 1993; Steipe, 1999）。このころにも生物そのものを用いた実験室進化を
題材とした研究は行われていたが、技術的な制約から、その解析は表現型を中心とした
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ものや、集団遺伝学などの観点からの研究に限定されていた（Lenski and Travisano, 1994; 
Cooper and Lenski, 2000）。 
 
 
1.4 進化工学と網羅的解析の組み合わせによる有用細胞の育種 
 網羅的分析技術の発展により、進化工学に新たな可能性が生じてきた。実験室進化に
よって得た株と元の株の比較により、その過程で生じた変化（発生した変異や細胞内部
状態の変化）を詳細に解析することが可能となった。最近になって、実験室進化と網羅
的解析を組み合わせた報告例が出つつある。たとえば Palsson らのグループは、グリセ
ロールや乳酸など、大腸菌が本来資化しにくいような物質を単一炭素源とした場合にも
高い増殖速度を示す大腸菌を長期培養培養によって得たのちに、その株の詳細解析を行
っている（Fong et al., 2005a; Herring et al., 2006）。また、Lenski らのグループは、高温条
件に対して適応した複数の大腸菌株の解析を行っている（Riehle et al., 2003）。このよう
に、進化工学的手法に網羅的分析を取り入れるという研究が進められつつある。 
 前節で述べたように、進化工学を用いることで、希望する性質や機能の設計原理が不
明瞭であるような場合であっても、実験室進化によって目的とする性質を有する株を取
得することができる。さらに、これらの株の網羅的解析を行うことで、希望する性質や
機能を設計するための情報を取得することができる。このような、進化工学と網羅的解
析の組み合わせによる手法を用いて、目的物質の生産能やストレス耐性などを対象とし
て研究を行うことで、物質生産の際の生産効率を上昇させるような情報を取得可能する
だけではなく、そのような有用細胞を設計するための知見が得られると考えられる。こ
の育種手法は、原理的には任意の目的物質を対象として、その耐性菌を取得したり、そ
うした耐性をもたらすような知見を得ることができる。そのため 1.2 で挙げた一般性に
ついての問題点（たとえば、元来自然界にあまり存在しない物質に対する耐性菌をどの
ようにすれば育種できるようになるか、など）を解決できるものと考えられる。 
 網羅的解析に供するための耐性菌の取得に、長期培養実験などではなく変異育種を用
いるという戦略も考えられる。実際に、変異育種によってストレス耐性株を取得し、そ
の解析をマイクロアレイなどによって行ったという報告が既に存在する（Yomano et al., 
1998; Gonzaletz et al., 2003）。一方で、こうした株の細胞内部状態の解析のみならず、次
世代シークエンサー（Metzker, 2010）などによる全ゲノム配列解析をも行おうとした際
には、変異育種によって得た株の場合、高い変異率に起因する多数の不要な、または有
害な変異が、有用な変異と同時に発見される場合がある。たとえば変異育種によって得
たリジン生産菌の例（Ikeda et al., 2006）においては、リジン合成に関与する代謝経路に
対象を絞ることによって、有用な変異のみを選抜しようと試みている。しかしながら、
こうしたターゲットの絞り込みが難しい場合には、変異育種によって得た株のゲノム配
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列の解析から有用な変異を同定することは難しいと考えられる。進化工学的手法におい
ては、こうした変異育種とは異なり変異原を用いず、長期にわたる淘汰によってすぐれ
た形質をもつ株をスクリーニングするため、有用でない変異が同時に発生するという頻
度が小さくなることが期待される。そのためストレスなどに対する耐性株を取得するた
めには、変異育種による手法よりも実験デザインとして適していると考えられる。実際
に前述したような、実験室進化を用いた研究を強力に進めようとしている研究者らは、
進化実験によって得た進化株を全ゲノム配列解析に供するという研究を行っており、す
でにそうした成果も報告されつつある（Herring et al., 2005; Stanek et al., 2009） 
 
 
1.5 本論文の目的および論文の構成 
 微生物を用いた物質生産は、近年の地球環境問題に対する関心の高まりを受けて、こ
れまでにも増して注目されており、物質生産効率の向上は至上命題となっている。対象
となる物質生産は多岐に渡り、宿主となる微生物も目的に応じて様々なものが用いられ
ている。こうした背景のもと、物質生産に向けた有用細胞の育種はもちろん、いかにす
れば有用細胞を構築することができるかという設計原理の理解が求められている。そう
した有用細胞の育種、および有用細胞の設計原理の理解のために、生物の適応を基盤と
する進化工学と網羅的解析とを組み合わせることによる研究が、有力な手法の 1 つとし
て台頭しつつある。このような気運を受けて本研究では、進化工学の 1 手法して長期植
え継ぎ培養系を用い、これによる有用株の取得と、その網羅的解析を行うこととした。 
 本研究では解析対象の微生物として大腸菌 Escherichia coliを用いた。大腸菌はモデル
生物として古くから遺伝的背景が解析され、遺伝子操作の手法も確立されている。また
近年では、様々な物質、バイオ燃料や医薬品、工業原料などを生産するための宿主とし
ても用いられている（Ajikumar et al., 2008; Lee et al., 2008; Yan and Liao, 2009）。この大腸
菌を用い、ストレス環境条件下における長期植え継ぎ培養を行い、ストレスに対して適
応した菌を取得し、その解析によりストレス耐性に関与する情報の取得を試みた。スト
レス環境の題材としてはエタノールストレスを用いた。エタノールはバイオ燃料として
既に工業的に利用されているが、その微生物による生産の際には、生産物であるエタノ
ールによる毒性が生産効率の低下を引き起こすことが解決すべき課題となっている。そ
のため本研究の遂行によって、バイオエタノール生産の生産性向上に貢献するような知
見を得ることを期待して、題材として選んだ。 
本学位論文は第 1 章から第 6 章より構成される。その概要を Fig. 1.2 に示す。以下に
本論文の各章の内容を示す。第 1 章では本研究の背景と目的について記述した。 
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第 2 章ではストレスに対する適応株の取得について記した。エタノールストレス環境
における長期植え継ぎ培養を複数系列行い、比増殖速度が上昇したような株（適応株）
を 6 株得た。 
第 3 章では、第 2 章で得た適応株と親株について遺伝子発現情報の解析を行った。適
応株 6 株と親株の計 7 株について、エタノール存在下および非存在下の 2 条件における
網羅的遺伝子発現量の測定を行い、これらを比較することにより、エタノールに対する
応答や適応に関与する要素の探索を行った。その結果見出された知見の一例として、適
応株ではアミノ酸（Trp, His, Ile など）の合成に関与する遺伝子の発現量が上昇している
ことを明らかにした。またこれらのアミノ酸の培地中への添加により、親株のエタノー
ル存在下における比増殖速度が上昇したことから、これらのアミノ酸がエタノールスト
レス耐性に関与することが示唆された。また、エタノールに対する応答や、長期培養実
験の過程で、細胞内の酸化還元状態が変化していることが示唆された。これにより、ス
トレスに対する応答や適応は、細胞内の代謝レベルの変化を引き起こしたことが示唆さ
れた。 
第 4 章では代謝ネットワークに着目して遺伝子発現量の違いを解析する手法を開発
した。第 3 章の結果より、適応株の代謝状態が変化していることが示唆されたため、代
謝レベルの相違に着目した解析により、ストレスへの適応によって生じた現象をより詳
細に理解できると考えたためである。第 4 章ではまず、生物が細胞内に持つ代謝ネット
ワークを、データベースを用いて構築し、発現量が変化しているような遺伝子が集中し
ているような経路を網羅的にスクリーニングするというアルゴリズムを構築した。この
手法を用いることで従来手法（遺伝子機能の情報を用いたスクリーニング）よりも、代
謝レベルの変化をより詳細に把握することができることを示そうとした。この手法が有
効に働くことの検証を、まずは大腸菌以外の生物種において取得した遺伝子発現データ
を用いて行うこととし、ラガービール醸造に用いられるラガービール酵母の遺伝子発現
データに対してこの手法を適用した。 
 第 5 章では、第 4 章で構築した代謝ネットワークに着目した解析手法を用い、大腸菌
エタノールストレス適応株と親株の遺伝子発現データの解析を行うことで、エタノール
ストレスに対する応答や、長期培養実験の過程における代謝レベルの変化を明らかにし
ようとした。その結果、ピルビン酸を中心とする TCA 回路近傍の代謝反応に関わる遺
伝子の発現量が、エタノールストレスの有無や、適応株と親株の比較において変化して
いることが見出された。このことは、第 3 章において推察したような細胞内酸化還元状
態の変化と対応するものであり、エタノールストレスによって引き起こされる現象を代
謝状態の変化という観点から明らかにすることができた。また、第 5 章の解析によりエ
タノールストレス存在下においては核酸合成経路の一部が活性化するということを見
出した。 
最後に第 6 章では本研究
せることによる手法が有用細胞
結果を踏まえて今後の展望
 
 
 
 
Fig. 1.2. 本論文の
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で得られた知見をまとめ、進化工学と網羅的情報
の育種にどのように貢献できるのかについて
について述べた。 
 
構成とその概要 
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第 2章 長期植え継ぎ培養を用いた大腸菌のエタノールス
トレスへの適応 
 
2.1 緒言 
 近年の地球環境問題に対する関心の高まりや、化石燃料に変わる代替燃料の開発の必
要性を受け、その方策の 1 つとしてバイオマス由来燃料の生産に関する研究が盛んに行
われている。その先駆けとして、酒類として人類と歴史上最も古くから関わってきたエ
タノールが題材として研究されてきた。エタノール生産のための宿主として、ビールや
ワイン、日本酒などの酒類の生産に用いられる酵母のほかに、様々な物質生産の宿主と
して用いられることも多い大腸菌を用いた研究がなされている（Jarboe et al., 2007）。大
腸菌は酵母ほどのエタノール耐性能は持たないものの、高い比増殖速度や、糖類の資化
性などの利点を持つ。とくに糖類の資化性は、木質系バイオマスを原料としてエタノー
ル生産に用いる際には重要となってくる。木質系原料は六単糖（主にグルコース）と五
単糖（主にキシロース）より構成され、酵母はこれらのうち五単糖を資化できないが、
大腸菌はその両方を資化する能力を有する。 
 バイオエタノール生産に際して、生成物であるエタノールの毒性による生産性の向上
は大きな問題となる。とりわけ大腸菌は酵母よりもエタノール耐性の点で劣るため、そ
の耐性の付与は特に重要な課題であると言える。大腸菌のエタノール耐性に関する研究
は 1970 年の後半から行われており、そのころには生理学的な研究や、個別遺伝子につ
いての研究が行われてきた。たとえばエタノール耐性と、細胞膜に含まれる脂肪酸の構
成成分との関連性を述べた研究（Ingram, 1976; Dombek and Ingram, 1984）や、エタノー
ルの暴露によって引き起こされる大腸菌のストレス応答についての研究（VanBogelen et 
al., 1987; Brissette et al., 1990; Tamura et al., 1992）などがある。また、同様の研究は酵母に
おいても行われている（Sajbidor and Grego, 1992; Costa et al., 1993; Alexandre et al., 1994; 
Piper, 1995）。 
最近の技術の発展により、網羅的手法を用いてエタノールストレスに対する生物の応
答を解析する研究が行われている。酵母においては、エタノールストレスに暴露した際
の遺伝子発現の変化のマイクロアレイによる解析（Alexandre et al., 2001）や、エタノー
ル耐性に優れた醸造酵母と実験室酵母との遺伝子発現の比較により、耐性に関与する情
報（Hirasawa et al., 2007）の取得が試みられている。野生型の大腸菌がエタノールスト
レスに対してどのように応答するかについての網羅的な解析はなされていないものの、
変異育種によって取得したエタノール耐性大腸菌の網羅的遺伝子発現解析が行われ
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（Gonzaletz et al., 2003）、エタノール耐性株が親株と比してどのような性質を有してい
るかということの解析が行われた。 
しかしながら、この研究は、変異育種によって取得した株を解析対象としている。変
異育種は変異剤などの存在下で遺伝子変異を高頻度で生じさせることで、耐性株を効率
よくスクリーニングしようとする反面、耐性と無関係、あるいは有害となる表現型を生
じさせるような変異が同時に発生する確率が高く、その解析結果には耐性と無関係な情
報が含まれる恐れがある。そのため本研究では、変異剤が存在しないような環境下で長
期間培養実験を行うことによってエタノール環境に対して適応した株を得て、その株を
解析することで、エタノール耐性に関与する公算がより大きいような情報を抽出するこ
とを試みた。 
Gonzaletz らの報告（Gonzaletz et al., 2003）は、エタノール耐性株 1 株のみについて解
析した結果であり、遺伝子変異という確率事象によって生じた株を対象としている以上、
何が必要な変化で何が偶然による変化かを切り分けて考えることは困難であると考え
られる。そこで本研究では、複数系列の長期植え継ぎ培養実験を独立に行い、これらを
すべて解析に供し、その共通点や差異を議論することで、エタノール耐性に関与する情
報を取得することを試みた。 
また、このような長期培養実験を行うと、ストレス物質の存在の有無にかかわらず、
温度条件や培地条件に対して大腸菌が適応し、比増殖速度が徐々に上昇するという現象
が起こることが報告されている（Cooper and Lenski, 2000; Fong et al., 2005; Kishimoto et 
al., 2010）。そこで、このような温度条件や培地条件に対する適応とエタノールストレス
に対する適応とを分離して解析するために、本章ではまず、ストレスが存在しない条件
において比増殖速度が上昇しなくなるまで培養実験を行い、それによって得た株を親株
として、エタノールストレス条件下における培養実験に供する（Fig. 2.1）という実験系
を用いることにした。 
 本論文では、適応、耐性という語について、以下のような意味で用いる。適応とは、
長期培養実験によって、その環境条件下での比増殖速度が上昇することを指し、長期培
養実験によって得た株を適応株と呼ぶ。耐性は、ある環境条件に対して、野生型株より
も抵抗性（その環境条件下における比増殖速度や生残率）が高いことを指し、長期培養
実験によって得た株以外に対しても用いる。 
 
 
 
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2.1. 本研究で用いた
まずエタノールストレスが
としてエタノールストレス
レス耐性に関与する情報
期植え継ぎ培養実験を複数系列行
に関与する情報の取得を
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2.2 実験方法および実験材料 
 
2.2.1 使用菌株 
 本章で用いた大腸菌株を Table 2.1 に示す。Escherichia coli W3110 は国立遺伝学研究所
より譲渡を受けたものを用いた。 
 
Table 2.1. 第 2 章で用いた大腸菌株 
Strain 
 
Escherichia coli 
W3110 野生型株 
親株 野生型株を、エタノールを含まない培養条件における長期植え継ぎ培養実験（2.3.1）に供することで取得した株 
適応株 A 株 ~ F 株 親株を、エタノール 5%を含む条件における長期植え継ぎ培養実験（2.3.3）に供することで取得した株 
 
 
2.2.2 使用培地 
 大腸菌の培養には M9 培地を用いた。本研究で用いた M9 培地の組成を Table 2.2 に示
す。H3PO4を用いて、培地の pH が 7.0 となるように調製した。また、エタノールスト
レス条件における培養実験を行う場合には、この培地にエタノールを、所定の終濃度
（v/v）となるように添加した。 
 
Table 2.2. M9 培地組成（Sambrook and Russell, 2001 による） 
試薬名 濃度 
Glucose 4 g/L 
NaHPO4・12H2O 17.1 g/L 
KH2PO4 3 g/L 
NaCl 0.5 g/L 
NH4Cl 1.0 g/L 
MgSO4・7H2O 2 mM 
CaCl2 0.1 mM 
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2.2.3 大腸菌の培養 
 
2.2.3.1 試験管を用いた培養実験 
 全ての培養実験における前培養、および 2.3.2 におけるエタノール濃度の検討、2.3.4
における様々なエタノール濃度での増殖の評価、ならびに全ての植え継ぎ培養実験は、
蓋付き試験管 TST-SCR18-180（旭硝子株式会社）、9998CAP415-18（AGC テクノグラス
株式会社）を用いて行った。蓋付き試験管に 10 ml の液体培地を入れ、ウォーターバス
Personal-11（タイテック株式会社）を用いて、30°C、150 stroke/min. で振とう培養を行っ
た。増殖は分光光度計 UV mini-1240（株式会社 島津製作所）を用いて、波長 600 nm の濁
度により測定した。 
 
2.2.3.2 濁度計つき振とう培養装置を用いた培養実験 
 2.3.5 のエタノールストレス条件下における比増殖速度の測定には、濁度計つき振と
う培養装置バイオフォトレコーダーTVS062CA（アドバンテック東洋株式会社）を用て
行った。L 型培養管 TV100030（アドバンテック東洋株式会社）に 5 ml の液体培地を入
れ、TVS062CA を用いて 30℃、40 rpm で振とう培養を行った。増殖は TVS062CA に内蔵
されている濁度計を用いて、波長 660 nm の濁度により測定した。 
 
2.2.3.3 植え継ぎ培養実験 
 試験管を用いた培養実験のうち、培養液の一部を新たな液体培地が入った試験管に移
すことによって培養を継続するようなものを、本論文では植え継ぎ培養実験と呼ぶ。 
 
2.2.3.4 長期植え継ぎ培養実験 
ある環境条件下に対して大腸菌を適応させるために、長期間にわたって植え継ぎ培養
を行うものを、特に長期植え継ぎ培養実験と呼ぶ。植え継ぎは 24 時間に一度行い、そ
の都度、培養液の一部を新たな培地が入った試験管に移した。植え継ぐ培養液の量は以
下のようにして決定した。 
1) 前回の植え継ぎから 24 時間が経過した時点の培養液の濁度を測定する。 
2) 前回の植え継ぎの初期細胞濃度と、24 時間が経過した時点の培養液の濁度より、比
増殖速度を算出する。 
3) 算出した比増殖速度を用い、24 時間後に濁度 OD600=0.05 となるように、植え継ぐ培
養液の量を計算する。 
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2.3 結果 
 
2.3.1 ストレス環境下における長期植え継ぎ実験に供するための親株の取得 
 本章ではエタノールストレス環境下における長期植え継ぎ培養により、ストレス適応
株を取得することを目的としている。しかしながら、微生物を変化しない一定環境のも
とで長期間培養すると、その環境（温度や培地条件など）に対して適応し、比増殖速度
を増加させるということがしばしばみられる（Cooper and Lenski, 2000; Fong et al., 2005; 
Kishimoto et al., 2010）。そのため、野生型株をそのままストレス存在下での長期植え継
ぎ実験に供すると、このような環境への適応と、ストレスへの適応が同時に起こると予
想される。このような環境への適応と、ストレスへの適応とを分離して解析するために、
まず野生型株をストレスが存在しない環境に適応させ、その株を親株としてストレス環
境下における長期植え継ぎ実験に供することとした。 
 大腸菌 W3110 株（以後野生型株）を 3 つの試験管に植菌し、これらをエタノールを
含まない環境に対して適応させるために長期植え継ぎ実験を行った（Fig. 2.2）。その結
果、約 600 時間の植え継ぎ培養により、全ての系列において比増殖速度が約 0.26 h-1か
ら約 0.5 ~0.55 h-1程度まで上昇した。その後約 300 時間培養実験を継続したが、比増殖
速度はそれ以上上昇しなかった。培養開始より 912 時間が経過した時点において、3 つ
の系列の菌体を－80°C で凍結保存した。 
 前述のようにして得られた株を凍結保存から復帰させた場合にも、同様の高い比増殖
速度を保持しているかどうかを確認するために、凍結保存していた株をふたたび長期植
え継ぎ培養実験に供した（Fig. 2.3）。その結果これらの株は、元の株と同程度の比増殖
速度を示した。 
 上記のようにして、ストレスが存在しないような実験系における環境に対して適応し
た 3 種の株を得ることに成功した。これらのうちの系列 1（Fig. 2.2）を、エタノールス
トレス環境下での長期培養実験における親株として用いることにした。 
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Fig. 2.2. ストレス非存在下での大腸菌野生型株の長期植え継ぎ培養実験に
おける比増殖速度の経時変化。約 600 時間の植え継ぎ培養により、全ての系
列において比増殖速度が約 0.26 h-1から約 0.5 ~ 0.55 h-1程度まで上昇した。 
Fig. 2.3. ストレス非存在下に対して適応した株が、凍結保存後も高い比増
殖速度を保っていることを検証するための長期植え継ぎ培養実験。これらの
株は凍結保存後も、Fig. 2.2 と同程度の比増殖速度を示した。 
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2.3.2 長期植え継ぎ実験に供するためのエタノールストレス濃度の検討 
 長期植え継ぎ実験に供するためのエタノールストレス濃度を検討するために、親株を
様々な濃度条件において培養した。大腸菌のエタノールストレスに対する応答を調査し
た報告では、野生型大腸菌に対して 3～5%程度の濃度のエタノールを使用することが多
く（Ingram, 1976; Dombek and Ingram., 1984; Cullum et al., 2001）、エタノール耐性株の育
種や取得を目的とした既存研究においては、5～7%の濃度のエタノール存在下において
増殖が可能であるような耐性菌が取得されている（Yomano et al., 1998）。そこでこの検
討実験において用いるエタノール濃度としては、5%以上の濃度を供することにした。
エタノール濃度がそれぞれ 0%, 5%, 6%, 7%, 7.5%となるように、培地にエタノールを添
加し、培養を行った（Fig. 2.4）その結果、親株はエタノール濃度 6%までは増殖が可能
であったが、エタノール濃度 7%以上ではほぼ増殖が停止した。 
 次に、これらのエタノール濃度を含むような培地において、親株を長期間培養するこ
とが可能であるかどうかを検証した。親株をまずエタノール濃度 5%および 6%を含む
培地で培養し、培養液の一部を、同じ濃度のエタノールを含む新たな培地に植え継ぎ、
その後 24 時間ごとに植え継ぎ操作を行った(Fig. 2.5)。その結果、エタノール濃度 6%に
おける培養実験では、約 60 時間目以降においては増殖が停止した。そこでエタノール
ストレス環境下における長期植え継ぎ培養実験には、エタノール濃度 5%を用いること
にした。 
 
 
 
 
  
Fig. 2.4. 親株の様々なエタノールストレス濃度における増殖曲線。 
エタノール濃度 6%までは増殖を示したが、エタノール濃度 7%以上にお
いてはほぼ増殖が停止した。 
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Fig. 2.5. 親株を用いたエタノール濃度 5%および 6%における植え継ぎ
培養。図中矢印において植え継ぎ操作を行った。エタノール濃度 6%にお
いては、約 60 時間目以降は増殖が停止した。 
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2.3.3 エタノールストレス環境下における長期植え継ぎ実験による適応株の取
得 
 2.3.1 において取得した親株を用い、エタノールが濃度 5%となるように添加した培地
を用い、長期植え継ぎ培養実験を 6 つの系列において行った（Fig. 2.6）。その結果、約
2500 時間後（約 1000 世代）までに、全ての系列において比増殖速度が 0.3 h-1まで上昇
した。また、約 2200 時間後以降は比増殖速度の上昇がみられなくなったため、2496 時
間目に培養実験を終了した。これらの系列を以後、培養終了時の比増殖速度の順に、適
応株 A 株 ~ F 株と呼ぶ。これらの株を－80°C で凍結保存した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Fig. 2.6. エタノール濃度 5%における植え継ぎ培養実験における比増
殖速度の経時変化。全ての系列において約 2500 時間後には、比増殖速
度が 0.3 h-1前後まで上昇した。これらの系列を以後、比増殖速度の順
に、適応株 A 株 ~ F 株と呼ぶ。 
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2.3.4 様々なエタノール濃度における比増殖速度の評価 
 2.3.3 によって得られた適応株が、エタノール存在下において親株や野生型株よりも
高い比増殖速度を示すかどうかを確認するために、様々な濃度のエタノールを添加した
培地を用いて培養実験を行い、それぞれの場合における比増殖速度を算出した（Fig. 2.7）。
その結果、エタノール存在下では全ての濃度条件において、適応株 A 株および F 株は、
親株や野生型株よりも高い比増殖速度を示した。また、適応株 A 株は F 株よりも高い
比増殖速度を有しており、長期培養実験終了時（Fig. 2.6）の比増殖速度の大小関係が保
存されていることが確認できた。さらに、親株および野生型株はエタノール濃度 6.5%
以上においては増殖できなかったが、適応株は増殖することができた。一方でエタノー
ル非存在下においては、適応株よりも親株のほうが高い比増殖速度を示した。野生型株
は全ての条件において、最も低い比増殖速度を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Fig. 2.7. 様々なエタノール濃度における野生型株、親株、適応株の比
増殖速度。エラーバーは 3 回の繰り返し実験における比増殖速度の標
準偏差を示す。 
No growth 
2.3.5 エタノールストレス
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Fig. 2.8. エタノールストレス
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適応株の表現型安定性の検証 
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Fig. 2.9. エタノールストレス適応株の安定性を検証するための実験 1
（Fig. 2.8 における実験 1 に対応する）。適応株 A 株および F 株をエタ
ノール非存在下における植え継ぎ培養に供したときの、比増殖速度の
経時変化。矢印の時点における菌体を実験 2（Fig. 2.10）に供した。 
Fig. 2.10. エタノールストレス適応株の安定性を検証するための実験 2
（Fig. 2.8 における実験 2 に対応する）。適応株 A 株および F 株をエタノ
ール非存在下における植え継ぎ培養に供した際の、エタノール存在下
（濃度 5%）における比増殖速度。エラーバーは 3 回の繰り返し実験に
おける標準偏差を示す。適応株は 144 時間（約 100 世代）後も、親株よ
りも高い比増殖速度を保持していた。 
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2.4 考察 
 本章では、エタノールストレスを含まない条件において長期植え継ぎ培養実験を行い、
得られた株を親株としてストレス環境下での長期植え継ぎ培養実験に供した。これらの
長期植え継ぎ実験の過程では、ストレス非存在下、およびストレス存在下の両方の長期
培養実験において、比増殖速度は徐々に上昇していった。このような比増殖速度の漸増
は、長期間にわたる一定の選択圧のもとで行われた培養実験ではしばしば観察されてい
る（Cooper and Lenski, 2000; Fong et al., 2005; Kishimoto et al., 2010）。これらの研究では
比増殖速度の上昇という表現型変化は、長期培養実験中に生じた有利な突然変異による
ものであると説明されている。しかしながら本研究では、ストレス非存在下、およびス
トレス存在下の両方において、複数の株の比増殖速度がそれぞれほぼ同一のペースで上
昇している。突然変異という、確率事象に基づき発生する時期や種類が異なると考えら
れるような事象のみを駆動力として、このような複数株間における比増殖速度の斉一的
な上昇が起こるとは考えにくい。このことは、長期培養実験の過程で大腸菌の細胞内の
状態を徐々に最適化させるような未知の機構が存在するかもしれないことを示唆して
いる。実際に、環境変動や遺伝子操作による遺伝的背景の変化など、細胞内の状態を大
規模に変化させなければならない状況に陥った際、細胞内の状態が最適化されるまでに
はある程度の時間を要するという洞察がなされている（Ibarra et al., 2002; Charusanti et al., 
2010）。一方で、2.3.5 で示したように、これらの株のエタノール存在下における高い比
増殖速度という表現型は、約 100 世代世代後も安定に保持されていた。エタノール適応
株にエタノール耐性をもたらした原因が突然変異によるものであるかどうかは本結果
からは明確ではないが、もし突然変異によらないものだとすると、その原因の 1 つの有
力な仮説として、たとえば DNA のメチル化などによる後天的修飾のようなエピジェネ
ティックなものが挙げられる。しかしながら、このような修飾が適応の情報を保持する
ために用いられているという例は、少なくとも大腸菌においては報告されていない。本
研究で得た適応株が、どのような機構によって比増殖速度の増加という性質を保持して
いるかに関しては、さらなる解析が必要である。 
 2.3.4 において、エタノール存在下における比増殖速度が高い株、すなわち適応株の
中では F 株よりも A 株は、エタノール非存在下では逆に比増殖速度が低かったことが
明らかとなった。このことはエタノール存在下における比増殖速度とエタノール非存在
下における比増殖速度との間に進化的トレードオフの関係が存在することを示唆して
いる。進化的トレードオフの存在は生態学や進化生物学の分野で古くから知られており、
また大腸菌を用いた適応進化を題材とした研究においてもその存在が示されている
（Bennett and Lenski, 2007）。エタノール非存在下とエタノール存在下との間にトレード
オフの関係が存在するということは、エタノール耐性に対して寄与する何らかの性質が、
エタノール非存在下においては不要であるか、害をもたらすということを示唆している。 
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 Fig. 2.7 より、エタノール適応株は、長期培養実験に用いたエタノール 5%濃度におい
てより高い比増殖速度を獲得したことにとどまらず、より高いストレス濃度においても
増殖が可能となった。この事実は、これらの株が獲得したエタノール耐性が、どのよう
なメカニズムによるものであるかを考察するための手がかりとなる。大腸菌のストレス
耐性機構のうちで、よく研究が進んでいるものの 1 つとして酸耐性がある（Richard and 
Foster, 2003）。大腸菌が酸ストレスに対抗するための機構の 1 つとして、
Glutamate-dependent acid resistance (GDAR) systemと呼ばれる機構を有していることが明
らかとなっている（Richard and Foster, 2004）。この機構は細胞外よりグルタミン酸を取
り込み、細胞内でγ-amino butyric acid (GABA)を生産し、その反応において細胞内プロ
トンを消費し、GABA を細胞外に排出するという過程を経て細胞外から流入するプロト
ンを細胞外に排出し、細胞内プロトン濃度を低く保つというものである。これにより大
腸菌はあるレベルの酸ストレスを越えるまでは、酸ストレス環境下においても比増殖速
度や生残率をほとんど低下させることがないが、大腸菌のプロトン排出能を上回る流入
が起こるような酸ストレスレベルになると、急激に増殖能を失う（Mehta et al., 1986; Cui 
et al., 2001; Diez-Gonzalez and karaibrahimoglu, 2004）という応答パターンを示す（Fig. 2.11 
Case 1）。ストレス物質に対してそれを排出し、細胞内の濃度を低く保つ機構によって
大腸菌がこれを無害化しているということ、およびその機構の許容範囲と思われるスト
レス強度を越えると、一挙に致死に至るということが特徴である。これに対しエタノー
ルストレスにおいては、ストレス濃度が上昇するに従い徐々に比増殖速度が低下すると
いう挙動（Fig. 2.11 Case2）を示した。このような挙動は野生型や親株だけでなく、本
研究で得たストレス適応株についても当てはまる。また、こうした応答はエタノールだ
けでなく、n-ブタノール、イソブタノールなどのアルコールによるストレスでも観察さ
れる（Brynildsen and Liao, 2009; Rutherford et al., 2010;）。こうした事実より、大腸菌のエ
タノールストレスに対する応答機構においては、Case 1 のような排出機構は主要なもの
ではなく、また、本章で得たストレス適応株は、そうしたエタノールの排出などによる
無効化以外の方法によりエタノール耐性を獲得したものであると推察される。 
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対して耐性を有する株を取得するために
った。ストレス存在下における長期植え継ぎ
長期植え継ぎ実験を行い、これによって得た
え継ぎ実験に供することで、ストレスに
）に対する適応とを切り分けて解析ができるようにした
長期植え継ぎ培養実験を 6 つの独立な系列
比増殖速度の上昇が確認できた。これらの
は、ストレス非存在下において 100 世代程度連続的
保持されていることが明らかとなった。また
（ストレス濃度 5%における高い比増殖速度
）は、既報で得られているエタノール耐性大腸菌
また現在工業的に用いられている大腸菌による
濃度（特表 2010-500026, 2010）に対しても
得た株を親株と比較することにより、このようなエタノー
抽出することが可能であると考えられる。 
 
物質によるストレス強度と生残率との関係性
、排出機構などによりストレス物質の細胞内濃度
場合は左（Case 1）のような挙動を示
Case 2）のような挙動となる場合が多い。 
、試験管に
実験に先立ち、
株を親株として
対する適応と、
。
について行っ
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第 3章 遺伝子発現情報に基づくエタノール適応株の解析 
 
3.1 緒言 
 第 2 章で、長期植え継ぎ培養実験によって、エタノールストレス条件下においても高
い比増殖速度を有する株を 6 株得た。これらの株を親株と比較することで、エタノール
耐性をもたらす要素が何であるかを明らかにすることができると考えられる。 
 近年の技術の発達により、細胞の様々な情報を網羅的に測定する手法が開発されてき
た。DNA マイクロアレイによる遺伝子発現量の網羅的測定（Lipshutz et al., 1999; 
Noordewier and Warren, 2001; Kapranov et al, 2003）、タンパク質量の網羅的測定
（VanBogelen et al., 1997; Han and Lee, 2003; 2006）、細胞内代謝物質量の網羅的測定
（Monton and Soga, 2007; Rabinowitz, 2007; Krone et al., 2010）など、細胞内の様々な階層
における分析が可能となってきた。これらの中でも DNA マイクロアレイを用いた解析
は、網羅性に優れ、全ての遺伝子についての測定が可能である。また、遺伝子という階
層は、細胞内の比較的多様な情報を有していると考えられる。たとえば、どの代謝反応
がどの遺伝子によって担われているかという対応付けにより、遺伝子の発現量の多寡か
ら細胞内代謝反応の活性化の度合いを推察することも可能であるし、遺伝子の発現制御
を担っているような遺伝子に着目することにより、細胞の環境条件などに対する応答を
推察することも可能である。そこで本研究では DNA マイクロアレイを用い、エタノー
ル適応株の解析を行うことにした。第 2 章で得た 6 つの適応株と親株の計 7 株を用い、
これらの株がストレスの存在下や非存在下において遺伝子発現量をどのように変化さ
せるかを解析するために、ストレス存在下（長期植え継ぎ培養で用いた濃度と同じ 5%
エタノール存在下）およびストレス非存在下における遺伝子発現量をそれぞれ測定した
（Fig. 3.1）。このようにして得た遺伝子発現データを、遺伝子の機能データベース
（Gama-Castro et al., 2008; Barrell et al., 2009）などを援用しながら、情報科学的手法や統
計学的手法によって処理し、親株と適応株との相違や、ストレスの有無による変化には
どのような遺伝子が関与しているかを明らかにしようとした。 
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3.1. 遺伝子発現情報
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に基づくエタノール適応株の解析の概要 
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3.2 実験方法および実験材料 
 
3.2.1 使用菌株 
本章では、Table 2.1（2 章）で示した大腸菌株を使用した。 
 
3.2.2 使用培地 
 本章で使用した培地組成を以下に示す。全ての培養実験における前培養、および
3.2.3.1 の試験管を用いた培養実験には M9 培地（Table 2.1）を用いた。3.2.3.2 の濁度計
つき振とう培養装置を用いた培養実験には M9-Mg（Table 3.1）培地を用いた。培養時に
生じるマグネシウム塩が、濁度計つき振とう培養装置による濁度の測定に影響を与える
ことから、培地中のマグネシウム濃度を減じた。また、3.2.6 の硫酸鉄添加実験では、
M9-P 培地（Table 3.2）を用いた。この理由は、硫酸鉄の添加により生じるリン酸鉄の
沈殿が、濁度の測定に影響を与えるためである。エタノールストレス条件における培養
実験を行う場合には、これら培地にエタノールを、所定の終濃度（v/v）となるように
添加した。 
 
Table 3.1. M9-Mg 培地組成（Sambrook and Russell, 2001 をもとにマグネシウム濃度を改
変した）。H3PO4を用いて、培地の pH が 7.0 となるように調製した。 
試薬名 濃度 
Glucose 4 g/L 
NaHPO4・12H2O 17.1 g/L 
KH2PO4 3 g/L 
NaCl 0.5 g/L 
NH4Cl 1.0 g/L 
MgSO4・7H2O 0.5 mM 
CaCl2 0.1 mM 
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Table 3.2. M9-P 培地組成（Sambrook and Russell, 2001 をもとにリン濃度を改変した） 
HCl を用いて、培地の pH が 7.0 となるように調製した。 
試薬名 濃度 
Glucose 4 g/L 
NaHPO4・12H2O 3.4 g/L 
KH2PO4 0.6 g/L 
NaCl 0.5 g/L 
NH4Cl 1.0 g/L 
MgSO4・7H2O 2 mM 
CaCl2 0.1 mM 
 
 
3.2.3 大腸菌の培養 
 
3.2.3.1 試験管を用いた培養実験 
 全ての培養実験における前培養、3.2.4 のマイクロアレイ実験ならびに 3.2.7 の蛍光プ
ローブによる細胞内活性酸素種濃度の測定に供するための菌体の取得は、蓋付き試験管
TST-SCR18-180（旭硝子株式会社）、9998CAP415-18（AGC テクノグラス株式会社）を
用いて行った。蓋付き試験管に 10 ml の液体培地を入れ、ウォーターバス Personal-11（タ
イテック株式会社）を用いて、30°C、150 stroke/min. で振とう培養を行った。増殖は分光
光度計 UV mini-1240（株式会社 島津製作所）を用いて、波長 600 nm の濁度により測定し
た。 
 
3.2.3.2 濁度計つき振とう培養装置を用いた培養実験 
 3.2.6 のアミノ酸および硫酸鉄の添加実験は、濁度計つき振とう培養装置バイオフォ
トレコーダーTVS062CA（アドバンテック東洋株式会社）を用て行った。蓋付きバイア
ル瓶 TV100050（アドバンテック東洋株式会社）に 5 ml の液体培地を入れ、TVS062CA
を用いて 30℃、40 rpm で振とう培養を行った。増殖は TVS062CA に内蔵されている濁度
計を用いて、波長 660 nm の濁度により測定した。 
 
 
3.2.4 DNAマイクロアレイを用いた遺伝子発現量の測定 
 
3.2.4.1 タイリングアレイの概要 
 本研究では、DNA マイクロアレイの一種であるタイリングアレイを遺伝子発現量の
測定に用いた。タイリングアレイは、Affymetrix 社製の GeneChip プラットフォームに
おいて、一般のマイクロアレイに
る。本研究で用いたタイリングアレイは
base）に対して一塩基ずつスライドさせた
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.2.4.2 DNAマイクロアレイ
 -80°C で保存した菌体を
を用いて本培養を行った。培養方法
= 約 0.05） を遠心分離により
-80°C で保存した。大腸菌からの
の添付プロトコルに従い行
イ添付のプロトコル（Affymetrix
色、およびスキャンは、Expression Analysis Technical Manual
Station 450, GeneChip Scanner
からの蛍光強度の算出は、
 
3.2.5 DNAマイクロアレイ
 
3.2.5.1 マイクロアレイデータの
 プローブ配列情報を用いた
定（Ono et al., 2008）により
強度から遺伝子発現量を推定
quantile normalize（Bolstad et al
Fig. 3.2. 本研究で
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比べ、より多い種類のプローブを敷き
、基準となる大腸菌の全ゲノム
プローブを有している（Fig. 3.2
実験 
M9 液体培地に植菌し、14 時間前培養した。
は 3.2.3.1 に準ずる。対数増殖期に達
分取し、液体窒素により凍結させ、RNA
total RNA の抽出および精製は RNeasy Mini Kit
った。cDNA 合成、断片化、末端ビオチン化
）に従い行った。ハイブリダイゼーション
（Affymetrix）
 3000（ともに Affymetrix）を用いて行った
GCOS 1.0 software（Affymetrix）によって行った
解析 
前処理 
熱力学モデルによるプローブ-ターゲット間相互作用
、DNA マイクロアレイ実験によって得た各
した。複数のマイクロアレイデータ間の比較
., 2003）によって正規化を行った。 
用いたタイリングアレイのデザイン 
詰めたものであ
配列（約 460 万
）。 
前培養液の一部
した菌体（OD600 
抽出を行うまで
（Qiagen）
はマイクロアレ
、洗浄、染
に従い、Fluidics 
。スキャン画像
。 
の推
プローブの蛍光
を行うために、
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3.2.5.2 マイクロアレイデータの解析 
 7 株、2 条件の計 14 つの遺伝子発現データを主成分分析に供した。主成分分析は R（R 
Development Core Team, 2005）により行った。主成分分析によって得られた各主成分に対
する各遺伝子の主成分負荷量（loadings）を用い、その値の大小によって遺伝子をスク
リーニングした。遺伝子の機能分類は、データベース（Gene Ontology Annotation; GOA, 
Barrell et al., 2009）を参照した。遺伝子間制御の情報は、データベース RegulonDB
（Gama-Castro et al., 2008）を参照した。 
 
3.2.5.3 統計検定 
スクリーニングした遺伝子における、ある遺伝子機能カテゴリに属する遺伝子の割合
が、全遺伝子中のその遺伝子機能カテゴリに含まれる割合に対して有意に高いかどうか
（Fig. 3.3）を超幾何分布（Rivals et al., 2007）によって検定した。いま、ある機能カテゴ
リ A に着目したときに、大腸菌が持つ全 N個の遺伝子のうちM個が、そのカテゴリ A
に含まれていたとする（Fig. 3.3 上）。このような N個の遺伝子集団から、n個の遺伝子
をスクリーニング（非復元抽出）したときに、カテゴリ A に含まれる遺伝子の個数 x
が Xをとる確率 Pは式[3.1]で定義される。 
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この確率関数を用いることで、n個の遺伝子をスクリーニングしたときに、カテゴリ A に含
まれる遺伝子が k個以上得られる確率 pは、式[3.2]によって求めることができる。 
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このようにして算出した確率 pが十分に小さいとき、スクリーニングした n個の遺伝子中
にはカテゴリ A に属する遺伝子が有意に多く含まれているということを示している。 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3.3.  超幾何分布
ある機能カテゴリ
機能カテゴリに含
における、機能カテゴリ
に異なるかどうかを
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を用いた統計検定の概念図。 
A に着目したときに、全遺伝子中のその遺伝子
まれる割合（上）とスクリーニングした遺伝子
A に属する遺伝子の割合（下）とが
超幾何分布（式[3.1], [3,2]）を用いて検定する
有意
。 
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3.2.6 軟寒天培地による細胞運動性試験 
 細胞の運動性の評価に、軟寒天培地を用いた。M9 培地、およびエタノール 5%を含
む M9 培地に、Agar（ナカライテスク株式会社）を 0.35%（w/v）となるように加え、
直径 150 mm 大判プレート 430597（Corning）を用いて軟寒天培地を作成した。-80°C で
保存した菌体を M9 液体培地に植菌し、14 時間前培養し、対数増殖期（OD600 = 約 0.05）
となったものを、株や条件間で全て同一の菌体濃度となるようにM9液体培地で希釈し、
5 μl をプレートに植菌して 30°C で培養した。 
 
3.2.7 アミノ酸および硫酸鉄の添加による増殖への影響 
 -80°C で保存した菌体を M9 液体培地に植菌し、14 時間前培養した。前培養液の一部
を用いて本培養を行った。液体培地にそれぞれのアミノ酸および硫酸鉄を所定の濃度と
なるように添加し、アミノ酸および硫酸鉄を添加しない場合は同量の滅菌水を添加した。
アミノ酸の添加実験は培地として M9-Mg 培地を用い、硫化鉄の添加実験には M9-P 培
地を用いた。培地 5 ml を蓋付きバイアル瓶に入れ、濁度計つき振とう培養装置を用い
て 30°C、40 rpm で培養し、濁度の測定を行った。全ての実験において、物質を添加す
る場合としない場合の両方の培養を行い、その間の比較を行った。添加するアミノ酸お
よび硫酸鉄の濃度に関しては、アミノ酸については 0.1 mM から 10 mM、硫酸鉄の場合
は 1 μM から 4 μM の範囲において予備実験を行い、最も増殖に影響があった濃度を
実験に供した。 
 
3.2.8 蛍光プローブによる細胞内活性酸素種濃度の測定 
 
3.2.8.1 測定原理 
 大腸菌の細胞内活性酸素種の濃度を、5-(and-6)-carboxy-2',7'-dichlorodihydrofluorescein 
diacetate（carboxy-H2DCFDA; Invitrogen）を用いて測定した。carboxy-H2DCFDA（Fig. 3.4）
は細胞内で酸化されるまでは細胞透過性の非蛍光物質であり、生細胞内で二酢酸基がエ
ステラーゼによって切断される。その後活性酸素種が存在すると、色素が酸化され、蛍
光を発するようになる（Rosenkranz et al., 1992）。本研究では carboxy-H2DCFDA を蛍光プ
ローブとし、その蛍光強度を用いることで細胞内の活性酸素種濃度の測定を行った。 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.2.8.2 活性酸素種濃度の測定
 -80°C で保存した菌体を
をもちいて本培養を行った
（OD600 = 約 0.05） を遠心分離
エタノールに溶解させた carboxy
で 60 分反応させた。その後遠心分離
を、96 ウェルマイクロタイター
PerkinElmer）に分注し、30
び蛍光強度（励起波長 485 nm
（PerkinElmer）により測定
 
 
Fig. 3.4.  
diacetate（carboxy
http://probes.Invitrogen
(A) carboxy-H
2',7'-dichlorodihydrofluorescein
の構造を示している
化し、活性酸素種
光を発するため、
活性酸素種の濃度
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M9 液体培地に植菌し、14 時間前培養した。
。培養方法は 3.2.3.1 に準ずる。対数増殖期に
により分取し、PBS buffer（Invitrogen）
-H2DCFDAを濃度が 10 μMとなるように
により反応液を除き、PBS buffer に
プレート（costar 3595,Corning および OptiPlate
°C で 30 分から 90 分反応させ、その際の濁度
、測定波長 535 nm）をプレートリーダー
した。 
 
5-(and-6)-carboxy-2',7'-dichlorodihydrofluorescein 
-H2DCFDA）とその酸化物の構造（Invitrogen
.com/media/pis/mp36103.pdf より引用）。 
2DCFDA の 構 造 、 (B) 還 元 型
（DCF）の構造、 (C) 酸化型 DCF
。細胞内エステラーゼによって A が B に
の存在により B が C に変化する。C は緑色蛍
この蛍光の強度を測定することにより細胞内
を測定することができる。 
前培養液の一部
達した菌体
に縣濁し、100%
添加し、30°C
縣濁したもの
-96 F, 
（OD600）およ
1420ARVO
, 
変
の
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3.3 結果および考察 
 
3.3.1 親株および適応株の遺伝子発現情報の主成分分析 
 親株およびエタノール適応株 A ~ F 株の、エタノール非存在下および存在下（5%）に
おける遺伝子発現量を、DNA マイクロアレイにより測定した。プローブ・ターゲット
間相互作用の熱力学モデル（Ono et al., 2008）により、得られたプローブ単位の蛍光強
度から、遺伝子ごとの発現量を遺伝子発現量の推定を行った。この際、遺伝子発現量が
ある閾値以下のものは定量限界以下とし、それらを除いたものを以後の解析に用いた。
7 株 2 条件のデータ間で、前述のような遺伝子を 1 つも含まない 2317 個の遺伝子をデ
ータセットとして、主成分分析に供した。Fig. 3.5 に第一主成分（Principal Component 1; 
以下 PC1）と第二主成分（同 PC2）の散布図を、Fig. 3.6 に第二主成分と第三主成分（PC4）
の散布図を示す。また、Table 3.3 に、得られた各主成分の寄与率および累積寄与率を示
す。PC1 によってストレス存在下および非存在下におけるデータが良く分離されている
ことから、PC1 はストレスの有無による遺伝子発現の違いに対応する軸であると考えら
れる。また PC2 によって親株と適応株が分離され、また適応株のエタノールストレス
環境下における比増殖速度が大きいものほど、親株との距離が大きくなる傾向がみられ
たことから、PC2 は適応による遺伝子発現の違いに対応する軸であると考えられる。ま
た PC3 上では、A 株や C 株と、他の株との距離が大きく、株ごとのストレス有無によ
る差は小さかったことから、PC3 は適応株間のバリエーションを表していると考えられ
る。第四主成分以下は、データを特徴的なパターンに分類することができておらず、ま
た寄与率が 10%を下回っていた。そのため、第一主成分から第三主成分について、より
詳細な解析を行うことにした。 
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Fig. 3.5. 親株（P）および適応株（A ~ F）の、エタノールスト
レス非存在下（0）およびエタノールストレス存在下（5）におけ
る遺伝子発現データの主成分分析によって得られた第一主成分
（PC1）および第二主成分（PC2）による散布図。括弧内の数字
は各主成分の寄与率を示す。PC1 によってストレス存在下および
非存在下におけるデータがよく分類されていた。また PC2 によ
って親株と適応株が分離され、また適応株のストレス環境下にお
ける比増殖速度が大きいものほど、親株との距離が大きくなる傾
向がみられた。 
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Fig. 3.6. 親株（P）および適応株（A ~ F）の、エタノール
ストレス非存在下（0）およびエタノールストレス存在下（5）
における遺伝子発現データの主成分分析によって得られた
第二主成分（PC2）および第三主成分（PC3）による散布図。
括弧内の数字は各主成分の寄与率を示す。PC3 によって、適
応株 A 株ならびに C 株と、他の株とが分離された。 
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3.3.2 主成分分析により得られた情報を用いた遺伝子のスクリーニングと機能
分類 
 主成分分析によって得られたそれぞれの主成分に対して大きく寄与する遺伝子を解
析することで、その主成分を特徴づけている遺伝子にはどのようなものが存在するかを
明らかにすることができる。たとえば PC1 はストレスの有無による違いを示す軸であ
るが、この軸に対して大きな主成分負荷量を持つような遺伝子をスクリーニングし、そ
のような遺伝子にどういった機能を含むものが多いかを解析することで、ストレスの有
無によって発現量が変化したような遺伝子群やその機能を抽出することが可能である。
そこで、PC1,2,3 それぞれに対する主成分負荷量の値が大きな遺伝子および小さな遺伝
子を、それぞれ全遺伝子の 5%に相当する個数（116 個）だけスクリーニングした。次
に、データベース GOA（Barrell et al., 2009）を用いて遺伝子を機能カテゴリに分類し、
スクリーニングした遺伝子における存在割合が有意に（p < 0.005）多い遺伝子機能カテ
ゴリを解析した。 
  
3.3.2.1 第一主成分に対して大きく寄与する遺伝子の機能 
 PC1 に対する主成分負荷量の値が大きな遺伝子において、有意に存在割合が多かった
ような遺伝子機能カテゴリをスクリーニングした（Table 3.4）。PC1 はデータセットを
エタノールストレスの有無による遺伝子発現の変化によって分離するような軸である
ため、スクリーニングできた遺伝子機能は、大腸菌のストレスに対する応答に関与する
と考えられる。 
 “galactitol metabolic process”に含まれる gat遺伝子（gatB, gatC, gatY, gatZ）は親株およ
び適応株において、ストレスの添加により発現量が増加していた（Fig. 3.7）。gat遺伝子
は大腸菌のバイオフィルム形成に関与することが知られており（Domka et al., 2007）、
また酸ストレスなどのいくつかのストレスによって発現が誘導されるという報告があ
る（Pomposiello et al., 2001; Kannan et al., 2008）。”phosphate transport”に関与する遺伝子
群（phoB, phoU, pstB, pstA, pstC, pstS）もまた、エタノールストレスの添加により発現量
が増加していた（Fig. 3.8）。これまでの研究により、大腸菌は PhoR/PhoB からなる二成
分制御系によって”phosphate transport”に関与する遺伝子群の発現量を制御することが
知られている（Makino et al., 1989）。PhoR/PhoB 二成分制御系は、リン酸の枯渇によっ
て活性化される（Makino et al., 1989）ことが知られている。一方で、リン酸が枯渇して
いない場合であっても、酸ストレス（Seputiene et al., 2003）やイソブタノールストレス
（Brynildsen and Liao, 2009）によって活性化されるという報告がある。Brynildsen およ
び Liao は、イソブタノールなどの両親媒性分子は、細胞膜に溶け込みその流動性を変
化させることによって膜上の多くのタンパク質の構造に影響を与え、それによって多く
の制御系の応答を引き起こすと推察している。我々の実験において”phosphate transport”
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に関与する遺伝子群の発現量がエタノールストレスによって上昇したという結果も、同
様のメカニズムによって引き起こされた可能性がある。 
 また、エタノールストレスの添加により manXYZも発現量が増加していた（Fig. 3.9）。
このオペロンは大河内らによって、有機溶剤（n-hexane, cyclohexane, p-xylene）に応答
することが報告されている（Okochi et al., 2007）他、n-butanol 存在下においては遺伝子
発現量とタンパク質発現量の両方が増加することが報告されている（Rutherford et al., 
2010）。manXYZがこれらのストレスにどのように関与しているかは明らかではないが、
エタノールストレスの場合にも、これらのストレスと同様の機構が働き、manXYZの発
現量が増加したことが示唆される。 
さらに、”response to heat”にはシャペロン分子をコードする遺伝子（groS, gloL, grpE, 
dnaK）が存在していた。これらの遺伝子はグローバルレギュレーターである rpoHの制
御を受けている。既報において rpoHおよびその制御下の遺伝子群の発現量が上昇する
ことは、エタノール（VanBogelen et al., 1987）、n-butanol（Rutherford et al., 2010）、isobutanol
（Brynildsen and Liao, 2009）によるストレス条件下で観察されており、これらの場合に
はシャペロン分子は、両親媒性物質であるアルコールにより変性したタンパク質の折り
たたみを行っていると考えられている。本結果はこれらの既報と合致するものとなって
いる。 
 PC1 に対する主成分負荷量の値が小さな遺伝子の解析により、エタノールストレスに
よって遺伝子発現量が低下するような遺伝子機能が発見できた（Table 3.2）。いくつか
のアミノ酸（ヒスチジン、アルギニン）の生合成および輸送に関与する遺伝子の発現量
が低下していた[Fig. 3.10(a), (b)]。このような発現量の低下のメカニズムは不明であるも
のの、本結果はこれらのアミノ酸がエタノールストレスに対する応答に関わっている可
能性がある。さらに、鞭毛合成に関与する遺伝子群の発現量がエタノールの添加によっ
て低下することが明らかになった。鞭毛合成に関与する遺伝子の殆どは、エタノールス
トレス存在下における発現量が低すぎるため主成分分析や遺伝子機能分類などの解析
から除外され、Table 3.2 には記載されていないが、エタノールの添加によって発現量が
著しく低下することを確認した。鞭毛合成に関わる代表的な遺伝子の発現量を Fig. 
3.10(c)に示す。鞭毛合成に関わる遺伝子群は、熱ショックストレスや浸透圧ストレスに
曝露された場合も発現量が低下することが報告されており（Gunasekera et al., 2008）、ま
た、そのような場合には細胞の運動性が損なわれることが示されている。そこでエタノ
ールストレス存在下でもそのような細胞運動性の低下が起こるかどうかを確認するた
めに、軟寒天培地による培養実験を行った。その結果、全ての株においてエタノール存
在下では運動性が阻害され（Fig. 3.11）、DNA マイクロアレイより得られた発現量の情
報と対応していた。 
 このように、PC1 に対して大きく寄与する遺伝子に着目した解析により、大腸菌がエ
タノールストレスに対してどのような遺伝子の発現を上昇または低下させるかについ
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て、網羅的な知見を得ることができた。それらの多くは、これまで個別に調べ上げられ
てきた現象とよく対応した。本研究で得た知見は、エタノールストレスが大腸菌に対し
てどのように生理学的な影響を及ぼすのか、さらに大腸菌がそれに対してどのような応
答機構を働かせているかを理解するための足がかりになると考えられる。  
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Fig. 3.7.  “galactitol metabolic process”に含まれる gat遺伝子
（gatB, gatC, gatY, gatZ）の各株、各条件における遺伝子発
現量。エタノール存在下（5%）では非存在下の場合よりも
発現量が上昇していた。 
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Fig. 3.8.  ”phosphate transport”に関与する遺伝子群（phoB, 
phoU, pstB, pstA, pstC, pstS）の各株、各条件における遺伝子
発現量。エタノール存在下（5%）では非存在下の場合より
も発現量が上昇していた。 
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Fig. 3.9. manXYZ の各株、各条件における遺伝子発現量。
エタノール存在下（5%）では非存在下の場合よりも発現量
が上昇していた。 
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Fig. 3.11. 軟寒天培地
白濁は菌体であり
ていることを
株間に若干の
が確認された
において運動性
0% P P
D 
E 
F 
Fig. 3.10. エタノール
在下（5%）において
(a)ヒスチジン
hisF, hisF, hisG, hisH, hisI
子（argA, argB, argF, argG, argH, argI, carA, carB
成に関与する遺伝子
の各株、各条件
子発現量が低
ことを示す。 
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による細胞運動性試験。プレート上
、白濁の広がりは、菌体が運動性を有
示す。エタノール非存在下（左）においては
多寡があるものの、どの株においても運動性
。エタノール 5%存在下（右）では、全ての
が阻害された。 
5%  
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B 
C 
PP 
CD 
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E 
非存在下（0%）に比べてエタノール
発現量が低下していた遺伝子。 
合成に関与する遺伝子（hisA, hisB, hisC, hisD, 
）、(b)アルギニン合成に関与する遺伝
）、(c)鞭毛合
（fliA, fliC, fliG, flgB, flgD, flgF, flgH, motA
における遺伝子発現量を示した。*印は遺伝
く主成分分析には用いなかったデータである
の
し
、
株
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存
）
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3.3.2.2 第二主成分に対して大きく寄与する遺伝子の機能 
PC2 に対する主成分負荷量の値が大きな、または小さな遺伝子において、有意に存在
割合が多かったような遺伝子機能カテゴリをスクリーニングした（Table 3.5）。PC2 は
データセットを親株と適応株とに分離し、さらに適応株間においてエタノール存在下で
の比増殖速度の高いものほど PC2 上において親株との距離が大きくなる傾向がみられ
たことから、PC2 は適応による遺伝子発現の変化に対応する軸であると考えられる。 
Table 3.3 より、ヒスチジン、トリプトファンおよび分枝アミノ酸（バリン、ロイシン、
イソロイシン）の合成に関与する遺伝子群が多く見出された。これらの遺伝子の発現量
は適応株において上昇していた[Fig. 3.10(a), 3.12(a,b)]。これらのアミノ酸合成経路の活
性化は、適応株のエタノール耐性に関与している可能性がある。いくつかの先行研究に
おいて、アミノ酸の添加やアミノ酸合成経路の発現増強と、ストレス耐性との関係性が
報告されている。たとえば細胞内のグルタミン酸、アルギニンは酸ストレス耐性に関与
し、グリシンやプロリンは浸透圧耐性に関与する（Chung et al., 2006）。しかしながら、
本研究で見出されたアミノ酸（ヒスチジン、トリプトファン、バリン、ロイシン、イソ
ロイシン）と大腸菌のエタノール耐性との関係は、これまで報告されていない。酵母
Saccharomyces cerevisiaeにおいては、トリプトファン合成経路の発現増強（Hirasawa et al., 
2007）や培地中へのイソロイシン、メチオニン、フェニルアラニンなどのの添加（Hu et 
al., 2005）がエタノール耐性をもたらすと報告されている。さらに、大腸菌において細
胞内アミノ酸濃度がさまざまなストレス環境条件下（低温、熱、酸化ストレス）におい
て上昇していた（Jozefczuk et al., 2010）という報告から、アミノ酸濃度の上昇はストレ
ス耐性と深い関係があることが示唆される。本研究において見出した、適応株における
アミノ酸合成経路に関与する遺伝子の発現量増加は、エタノールストレス耐性に関与す
る可能性がある。 
また、“iron ion transport”、 “enterobactin biosynthetic process”および“iron-sulfur cluster 
assembly”のような鉄イオンの輸送および代謝に関与する遺伝子機能が多く見出された。
これらの遺伝子の多くは、鉄輸送に関わる転写因子 Fur（Ferric iron uptake global 
transcriptional repressor）によって制御されることが知られている（McHugh et al., 2003）。
Fur によって抑制される 57 遺伝子の発現量を、Fig. 3.13 に示した。図よりこれらの遺伝
子は概ね、適応株において親株よりも高い発現量を有していた。鉄イオンがエタノール
ストレス耐性に関与するという報告はこれまでなされていないが、適応株における鉄輸
送遺伝子群の活性化による鉄取り込みの亢進がエタノールストレス耐性と関与する可
能性がある。 
 PC2 に対する主成分負荷量の値が小さな遺伝子の解析により、エタノールストレスに
よって遺伝子発現量が低下するような遺伝子機能が発見できた（Table 3.3 PC 2 bottom 
5%）。“Lipopolysaccharide biosynthetic process”に関与する遺伝子群の発現量が、親株に比
して適応株において低下していた[Fig. 3.12(c)]。Lipopolysaccharide（LPS）は細胞膜外壁
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の構成成分であり、疎水性分子の膜透過性やストレス応答に関係するということが知ら
れている（Bianco et al., 2006）。LPS 合成の不活性化は、細胞外膜の構成比が変化したこ
とを示唆している。エタノール耐性に関するこれまでの研究で、酵母や大腸菌において
は膜構成成分である脂肪酸の鎖長や不飽和脂肪酸と飽和脂肪酸の構成比がエタノール
耐性に重要であるということが明らかにされている（Mishra and Prasad, 1989; Ingram, 
1977）。しかしながら、本結果においては、脂肪酸合成に関与する遺伝子群の発現量に
は有意な変化はみられなかった。本研究によって得た適応株は、脂肪酸ではなく LPS
合成量の調整により膜透過性をエタノールストレス条件に適した状態に変化させたと
いう可能性がある。 
このように、PC2 に対して大きく寄与する遺伝子に着目した解析により、エタノール
ストレスに対して適応した株に、遺伝子発現レベルでどのような変化が生じたかを明ら
かにすることができた。いくつかのアミノ酸の合成に関与する遺伝子群や、鉄イオンの
取り込みに関与する遺伝子群の発現量が上昇していたことから、これらの物質がエタノ
ール耐性に関与することが示唆された。 
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Fig. 3.12. 親株に比べてエタノール適応株において発現量
が上昇または低下していた遺伝子。 
(a)トリプトファン合成に関与する遺伝子（trpA, trpB, trpC, 
trpD, trpE, trpL）、(b)分枝アミノ酸（Val, Leu, Ile）合成に関
与する遺伝子（ilvB, ilvC, ilvE, ilvM, leuA, leuB, leuC, leuD）、
(c) Lipopolysaccharide biosynthetic process”に関与する遺伝子
群（eptB, kdtA, htrL, rfaB, rfaC, rfaF, rfaG, rfaI, rfaG, rfaI）の各
株、各条件における遺伝子発現量を示した。 
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Fig. 3.13. Fur によって抑制される 57 遺伝子についての、各
株・各条件における遺伝子発現量。57 つの遺伝子は、親株
エタノール 0%条件における発現量の降順により並べ替えて
あり、他の株や条件についてもその並び順でプロットして
いる。点線は親株エタノール 0%条件における発現量を示し
ている。図より進化株では親株と比較し、Fur の制御下にあ
る遺伝子の発現量が上昇する傾向にあることがわかる。 
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3.3.2.3 第三主成分に対して大きく寄与する遺伝子の機能 
 PC3 に対する主成分負荷量が大きな、または小さな遺伝子において、有意に存在割合
が多かったような遺伝子機能カテゴリをスクリーニングした（Table 3.6）。PC3 方向は A
株と C 株とが他の株と異なる挙動を示しており、進化株間におけるバリエーションを
示していると考えられる。 
 PC3 に対する主成分負荷量が大きな遺伝子において多く存在した機能カテゴリには、” 
Arginine biosynthetic process” [Fig. 3.10(b)]，” Methionine biosynthetic process” （Fig. 3.14），” 
Glucan biosynthetic process” （Fig. 3.15）などがあり、これらは特定の株（A 株または C
株）における発現量が、他の株よりも低くなっていた。これとは逆に PC3 に対する主
成分負荷量が小さな遺伝子において多く存在した機能カテゴリには” Aromatic amino 
acid family biosynthetic process”に含まれるトリプトファン合成遺伝子
や、”Lipopolysaccharide biosynthetic process” [Fig. 3.12(a, c)]のように、A 株や C 株におけ
る発現量が他の適応株よりも高くなっていた。 
 Table 3.6 においてスクリーニングできた機能の多くは、Table 3.4 や Table 3.5 において
も含まれているものであった。さらに注目すべきは、類似する機能が、PC3 に対する主
成分負荷量が大きな遺伝子と小さな遺伝子の両方に存在するということである。たとえ
ば PC2 においては適応株において発現量が上昇していた鉄イオンの輸送・代謝に関す
る機能カテゴリは、PC3 では” Iron ion transport”および” Enterobactin biosynthetic process”
については主成分負荷量が小さい遺伝子に集中しており、逆に” Iron-sulfur cluster 
assembly”については主成分負荷量が大きい遺伝子に集中していた。同様の関係は” 
Aromatic amino acid family biosynthetic process”と、” Arginine biosynthetic process”および” 
Methionine biosynthetic process”について、さらに、” Lipopolysaccharide biosynthetic process”
と” Glucan biosynthetic process”についても観察された。グルカンは多糖の一種であり、
グルカン合成に関与する mdo遺伝子は sodium dodecyl sulfate（SDS）に対する耐性や、
浸透圧耐性に関与することが知られている（Rajagopal et al., 2003）。その耐性機構は明
らかにされていないが、恐らく細胞表層において働くであろうと推察される。リポポリ
サッカライドも同様に細胞表層の構成成分であることから、A 株や C 株は、他の株とは
異なる方法によって細胞表層をエタノールが存在する環境に適した構成とすることに
より耐性を獲得したのではないかと考えられる。同様に、上に列挙したアミノ酸合成や
鉄イオンの輸送・代謝についても、もしこれらの機能がエタノールストレス耐性に関与
していたとして、その耐性を獲得するためのこれらの遺伝子機能の組み合わせやバラン
スには複数の解があり、適応株はそれぞれ複数の解を選んだのではないかと推察される。 
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Fig. 3.14.  “Methionine biosynthetic process”に含まれる遺伝
子（metA, metB, metC, metF, metR）の各株、各条件における
遺伝子発現量。とくに 5%エタノール条件の A 株と C 株にお
いて、発現量の低下がみられた。 
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Fig. 3.15.  “Glucan biosynthetic process”に含まれる遺伝子
（mdoC, mdoB, mdoG）の各株、各条件における遺伝子発現
量。C 株特異的に発現量の低下がみられた。 
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3.3.3 アミノ酸および硫酸鉄の添加による増殖への影響 
 遺伝子発現データの主成分分析のと機能カテゴリ解析の結果、適応株ではいくつかの
アミノ酸（バリン、ロイシン、イソロイシン、トリプトファン、ヒスチジン）の合成経
路および鉄イオン輸送に関与する遺伝子群の発現量が上昇していることが明らかとな
った。そこで、これらの物質がエタノールストレス耐性に関与するかどうかを明らかに
するため、培地中にこれらの物質を添加した場合に比増殖速度が変化するかどうかを検
証した。親株および適応株 A 株に対してエタノール非存在下および存在下において、
イソロイシン、トリプトファン、ヒスチジンを添加しなかった場合、および添加した場
合の比増殖速度を Table 3.7.に示す。 
イソロイシン、トリプトファン、ヒスチジンの添加により、親株エタノール 5%存在
下では比増殖速度が上昇した。一方でエタノール非存在下では、これらのアミノ酸の添
加によって親株の比増殖速度は増加しなかった（Fig. 3.16）。このことから、イソロイシ
ン、トリプトファン、ヒスチジンの添加はエタノール耐性に対して寄与することが明ら
かとなった。一方で適応株においては、エタノール存在下における比増殖速度の増加は
みられなかった。遺伝子発現解析の結果からは、適応株ではこれらのアミノ酸合成経路
の発現量が上昇していることから、すでにエタノール耐性獲得のために十分なアミノ酸
を生合成によって得ているために、培地中の添加によってそれ以上の比増殖速度の増加
が起こらなかったと解釈できる。 
 硫酸鉄の添加により、両方の株において、エタノール存在下のみならずエタノール非
存在下においても比増殖速度が増加した。このことから、鉄はエタノール耐性には寄与
せず、細胞増殖そのものに寄与していることが示唆された。 
バリン、ロイシンについては、培地への添加により増殖が完全に阻害され、比増殖速
度を算出することができなかった。これらの物質は、細胞外に存在するとフィードバッ
ク阻害によって分枝アミノ酸の合成経路が阻害されることが知られている（Fig. 3.17）。
そのためアミノ酸を含まない合成培地中にバリンを添加すると、バリンだけでなくロイ
シンやイソロイシンの合成も阻害されることにより、細胞増殖に必須であるこれらのア
ミノ酸が合成できないため細胞は増殖できない（De Felice et al., 1979）という報告があ
り、本結果もこれに準ずるものであった。。 
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Table 3.7. アミノ酸および硫酸鉄の添加による比増殖速度への影響。 
親株（P）および適応株 A 株（A）について、エタノールストレス非存在下（0%）およ
び存在下（5%）における比増殖速度を、濁度計付き培養器による培養実験を行い算出
した。全ての物質の比較実験において、物質を添加しない場合（-と表記）および添加
した場合（+）の両方の培養を行った。全ての培養実験を 3 回ずつ行い、その平均値と
標準偏差を示した。 
比増殖速度 （h-1） 
  P0% P5% A0% A5% 
Ile- 0.553 ± 0.006 0.208 ± 0.009 0.497 ± 0.004 0.372 ± 0.006 
Ile+ 0.557 ± 0.019 0.257 ± 0.001 0.509 ± 0.005 0.367 ± 0.007 
Trp- 0.599 ± 0.003 0.212 ± 0.001 0.509 ± 0.004 0.403 ± 0.008 
Trp+ 0.607 ± 0.015 0.230 ± 0.004 0.517 ± 0.006 0.402 ± 0.005 
His- 0.557 ± 0.004 0.189 ± 0.008 0.499 ± 0.016 0.399 ± 0.009 
His+ 0.493 ± 0.002 0.212 ± 0.004 0.441 ± 0.006 0.397 ± 0.003 
FeSO4- 0.495 ± 0.004 0.119 ± 0.008 0.446 ± 0.009 0.299 ± 0.014 
FeSO4+ 0.567 ± 0.011 0.149 ± 0.004 0.499 ± 0.011 0.345 ± 0.002 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3.16.  アミノ酸の添加
(a)Ile を添加したとき、(b)Trp
および適応株 A 株（P）
増殖速度を、それぞれ添加
る。エラーバーは 3 回の
検定による p値が 0.02 以下
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による増殖への影響。 
を添加したとき、(c)His を添加したときの
のエタノールストレス非存在下および存在下
しなかった場合の比増殖速度で割った値
繰り返し実験による標準偏差を表し、アスタリスクは
（*）、および 0.002 以下（**）を表している
、親株（P）
における比
を示してい
t
。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3.17. 大腸菌
最終生成物であるバリンによって
α-acetolactate
とによりバリンだけでなく
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の分枝アミノ酸合成経路の概要。 
分枝アミノ酸の前駆体である
の合成が阻害される（De Felice et al., 1979）。このこ
、ロイシンの合成も阻害される。 
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3.3.4 エタノール適応による細胞内活性酸素種濃度の変化 
 遺伝子発現解析により鉄輸送遺伝子群の発現量が適応株において増加していること
が見出されたが、3.3.3 では鉄イオンそのものはエタノール耐性には寄与しないことが
示された。一方で鉄輸送に関わる遺伝子群は、鉄イオンの欠乏以外に起因して発現量を
変化させる場合がある。たとえば細胞内の酸化還元状態によってこれらの遺伝子の発現
量は変化する。Brynildsen らの研究によると、Fur に制御される遺伝子の発現量は、
isobutanol の添加により低下し、それはキノンの機能阻害による細胞内スーパーオキシ
ドアニオン濃度の減少によってもたらされることが示唆されている（Brynildsen and Liao, 
2009）。また、酸化ストレスによる細胞内スーパーオキシドアニオン濃度の上昇によっ
て Fur が抑制され、それにより Fur 制御化の遺伝子群の発現量が増加することが示され
ている（Blanchard et al., 2007; Varghese et al., 2007）。これらの先行研究より、本研究で
得た適応株は、長期植え継ぎ実験の結果細胞内の酸化還元バランスを変化させており、
それにより細胞内スーパーオキシドアニオン濃度が上昇した可能性がある。酸化ストレ
スに応答すること制御因子として OxyR[Oxidative (oxy) stress regulator]および NrdR[Nrd 
(Ribonucleoside diphosphate reductase) regulator]が知られている（Storz et al., 1990; Torrents 
et al., 2007）。これらの制御因子によって制御される遺伝子群の発現量が、適応株におい
て上昇していた（Fig. 3.18）ことも、適応株の細胞内活性酸素種濃度の変化を示唆して
いる。Fig. 3.19 に、これらをまとめて、細胞内酸化還元状態によって影響を受ける遺伝
子群の制御関係、および予想される細胞内の酸化還元状態の変化を図示した。 
そこでこれらの仮説を確かめるために、細胞内活性酸素種（Reactive oxygen species; 
ROS）の存在量を蛍光プローブ 5-(and-6)-carboxy-2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate
（carboxy-H2DCFDA, Invitrogen）を用いて測定した（Fig. 3.20）。その結果、適応株 A 株
のエタノール 5%存在下では、その他の条件よりも有意に多い ROS が存在しており、遺
伝子発現解析の結果と対応していた。 
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Fig. 3.18. OxyR
の、各株・各条件
制御される 6
子の発現量を
それぞれ、親株
より並べ替えてあり
でプロットしている
る発現量を示
OxyR および
る傾向にあることがわかる
Fig. 3.19. 適応株において
細胞内の鉄二価イオン（
（図中の化学反応式）によって
鉄イオンが欠乏し、Fur による
れ、鉄輸送遺伝子群の発現量
2007）。Fig. 3.13 に示すように
株において観察されている
（OH・）が発生すると、
れる（図の右側）。Fig. 3.18
遺伝子の発現量もまた上昇
反応の平衡は右側にシフトし
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および NrdR によって制御される遺伝子群
における遺伝子発現量。(a)OxyR によって
遺伝子、(b)NrdR によって制御される 12 遺伝
表している。これらの図に含まれる遺伝子
エタノール 0%条件における発現量の降順
、他の株や条件についてもその並び
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している。図より進化株では親株と比較し
NrdR の制御下にある遺伝子の発現量が上昇
。 
予想される細胞内の酸化還元状態の変化。
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2+）は、酸化ストレス条件下においてはフェントン
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は上昇する（Blanchard et al., 2007; Varghese 
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酸化ストレス応答などに関与する遺伝子の
により、適応株では酸化ストレス応答などに
していた。これらを総合すると、適応株ではフェントン
、ヒドロキシラジカルが生じていると予想
は
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順
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Fig. 3.20. 蛍光
および適応株
における細胞内
の蛍光強度を
ーバーは 6 回
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プローブ carboxy-H2DCFDA による、親株（
A 株（A）のストレス非存在下、および存在下
ROS の測定。細胞に添加した蛍光プローブ
、細胞の濁度で割った値を示している。エラ
の繰り返し実験における標準偏差を表す。 
P）
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3.4 考察 
 本章では、第 2 章で得たエタノール適応株 6 株と親株の計 7 株について、それぞれエ
タノール非存在下および存在下（5%）における遺伝子発現量の測定およびその解析を
行った。主成分分析により(1)ストレスの有無により発現量が変化した遺伝子群、(2)適
応による発現量が変化した遺伝子群、(3)適応株間において発現量が異なる遺伝子群を
スクリーニングし、それらの遺伝子群にどのような機能のものが多く含まれるかを明ら
かにした。その結果、エタノール適応株はアミノ酸（トリプトファン、ヒスチジン、分
枝アミノ酸）の合成に関わる遺伝子群および鉄イオンの輸送に関わる遺伝子群の発現量
が上昇していた。 
 イソロイシン、トリプトファン、ヒスチジンの培地への添加によって、親株ストレス
存在下における比増殖速度が上昇したことから、これらのアミノ酸がエタノールストレ
ス耐性に関与することが示された。いくつかの先行研究において、アミノ酸の添加やア
ミノ酸合成経路の発現増強と、ストレス耐性との関係性が報告されている。たとえば大
腸菌において、細胞内のグルタミン酸、アルギニンは酸ストレス耐性に関与し、グリシ
ンやプロリンは浸透圧耐性に関与する（Chung et al., 2006）。酵母 Saccharomyces cerevisiae
においては、トリプトファン合成経路の発現増強（Hirasawa et al., 2007）や培地中への
イソロイシン、メチオニン、フェニルアラニンなどのの添加（Hu et al., 2005）がエタノ
ール耐性をもたらすと報告されている。さらに、大腸菌において細胞内アミノ酸濃度が
さまざまなストレス環境条件下（低温、熱、酸化ストレス）において上昇していた
（Jozefczuk et al., 2010）という報告から、アミノ酸濃度の上昇はストレス耐性と深い関
係があることが示唆される。しかしながら、本研究で見出したイソロイシン、トリプト
ファン、ヒスチジンについて、大腸菌のエタノール耐性に関与するという報告はこれま
でなされていない。また、これらのアミノ酸がどのようなメカニズムによってエタノー
ル耐性をもたらすのかは明らかではなく、さらなる研究が必要であると考えられる。 
一方で、鉄イオンの添加はストレス存在下のみならずストレス非存在下においても比
増殖速度の上昇をもたらしたため、鉄イオンはストレスに対する耐性ではなく増殖その
ものに関与すると考えられる。鉄イオン輸送に関与する遺伝子群は、細胞内酸化還元状
態によって発現量が変化することが知られており、また 3.3.4 で示したように、適応株
A 株ストレス存在下では細胞内 ROS 濃度が適応株よりも高いレベルとなっており、こ
のような細胞内 ROS 濃度の違いが鉄イオン輸送に関与する遺伝子の発現量を変化させ
たと考えられる。このような、適応株における細胞内 ROS 濃度の変化がどのような理
由で生じたかを直接証明することには、本研究は至っていない。しかしながら、関連研
究においてアルコールストレスによる細胞内酸化還元状態の変化について論じた例
（Brynildsen and Liao, 2009）があるので、これを参考にしながら考察を深めたい。
Brynildsen らは、イソブタノールを大腸菌に曝露した際の遺伝子発現の変化をマイクロ
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アレイによって解析した。その結果、電子伝達系において電子を輸送するキノンの機能
不全がイソブタノールストレスによって引き起こされるということが示された。このキ
ノンの機能不全は、イソブタノールによって細胞膜の流動性が変化し、細胞膜上のタン
パク質の構造が変化することにより、キノンとの相互作用が阻害されることによって生
じると推察されている。この電子伝達系の阻害により、細胞内酸化還元状態が変化し、
様々な応答を引き起こすことが彼らのマイクロアレイ解析の結果より示唆された。この
応答の主なものとしては、本研究でも ROS の測定によって示したように、細胞内 ROS
濃度が変化するというものである。この他にも、細胞内補酵素の酸化還元状態の変化も
生じることが Brynildsen らによって示されている。キノンは電子伝達系において、呼吸
鎖複合体 Iと共役し、電子の授受にともなってNADHをNAD+に変換する反応が起こる。
この反応が阻害を受けると、解糖系において生じた NADH を、呼吸鎖以外の反応にお
いて再酸化する必要が生じる。このような場合に予想される大腸菌のふるまいの 1 つの
例として、乳酸や蟻酸などの有機酸を生成することにより NADH の再酸化を試みると
いうものがある。元来大腸菌は、酸素が存在しない条件下においては有機酸を生成する
ことで NADH の再酸化を行うことがよく知られている（嫌気発酵, Clark , 1989）。また
Vasiliy らは呼吸鎖複合体 II などを破壊した大腸菌変異株を作成したところ、酸素存在
下においても乳酸を生産するようになるなどの中央代謝経路の大幅な変化が引き起こ
されることを示した（Vasiliy et al., 2010）。このように、イソブタノールストレスによっ
て生じる電子伝達系の阻害は、細胞に大きな影響を引き起こし、それは細胞内の代謝レ
ベルにも及ぶことが示唆された。本研究においても、親株と適応株の比較により、細胞
内酸化還元状態が変化していることを示唆するような遺伝子発現量の変化が観察され
ており、エタノールストレスに対する応答、および適応株がエタノール耐性を獲得する
過程で、細胞の代謝状態を大きく変化させた可能性がある。また、親株における細胞内
ROS レベルはエタノールの有無によっても変化しなかったものの（Fig. 3.19）、OxyR や
NrdR によって制御される遺伝子群の発現量は、親株においてエタノールの添加により
上昇していた（Fig. 3.18）。このことから、エタノールストレスに対する応答として、細
胞内酸化還元状態の変化が生じた可能性がある。これらの推察は、イソブタノールスト
レスによって引き起こされるような電子伝達系の阻害はエタノールストレスにおいて
も同様に引き起こされるという可能性を示しており、イソブタノールとエタノールスト
レスとは電子伝達系の阻害という点において、同様の作用機構で働くかもしれないとい
うことを示唆している。実際に、イソブタノールストレスが電子伝達系の阻害を引き起
こす理由は、Brynildsen らによってイソブタノール分子による膜の流動性の変化である
と考察されており、同じ両親媒性分子であるエタノールによって同様の現象が引き起こ
されるということも十分にあり得る。 
 先行研究では、変異育種により大腸菌エタノール耐性株を得て、その株の遺伝子発現
量が親株とどう異なるかをマイクロアレイによって解析した例（Gonzaletz et al., 2003）
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や、大腸菌トランスポゾンライブラリおよび一遺伝子発現増強ライブラリを用いてエタ
ノール耐性やエタノール感受性に関与する遺伝子を抽出した例（Goodarzi et al., 2010）
が報告されている。これらの研究においては、たとえばグリシン代謝に関与する遺伝子
（gcvT, gcvP, lpdA）や芳香族アミノ酸合成に関与する遺伝子（aroF, aroG, aroL, tyrA）の
発現がエタノール耐性菌において上昇した（Gonzaletz et al., 2003）ことなど、本研究で
見出した結果とは合致しない点が多い。本研究ではアミノ酸を含まない合成培地である
M9 培地を実験に用いているのに対し、これらの研究では栄養源を豊富に含む天然培地
である Luria-Bertani 培地を用いているというような実験条件の違いが、彼我の結果の違
いを引き起こした原因の 1 つになっていると考えられる。一方でこれらの報告はともに、
転写因子 FNR（Fumarate and nitrate reduction）がエタノール耐性に関与することを見出
しており、その破壊がエタノール耐性を促進するということを確認している。FNR は
中央代謝経路上の多くの遺伝子の発現を主に嫌気条件において制御しているため、これ
らの研究においても、細胞の酸素利用や細胞内酸化還元状態、さらには代謝状態がエタ
ノール耐性と関与することを示唆していると言える。 
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3.5 結言 
本章では、第 2 章で得たエタノール適応株 6 株と親株の計 7 株について、それぞれエ
タノール非存在下および存在下（5%）における遺伝子発現量の測定およびその解析を
行った。主成分分析により(1)ストレスの有無により発現量が変化した遺伝子群、(2)適
応による発現量が変化した遺伝子群、(3)適応株間において発現量が異なる遺伝子群を
スクリーニングし、それらの遺伝子群にどのような機能のものが多く含まれるかを、デ
ータベースによる遺伝子機能分類と統計検定により明らかにした。その結果、エタノー
ル適応株はアミノ酸（トリプトファン、ヒスチジン、分枝アミノ酸）の合成に関わる遺
伝子群および鉄イオンの輸送に関わる遺伝子群の発現量が上昇していた。これらの遺伝
子群の発現上昇がストレス耐性に関与すると考え、これらの物質を培地中に添加するこ
とによる増殖への影響を調べたところ、イソロイシン、トリプトファン、ヒスチジンの
添加は親株エタノール 5%存在下における比増殖速度を上昇させた。またこれらの物質
の添加は、親株ストレス非存在下や適応株ストレス存在下における比増殖速度を上昇さ
せなかった。これらのことから、イソロイシン、トリプトファン、ヒスチジンはエタノ
ールストレスに対する耐性に関与することが示された。また、鉄イオンの添加はストレ
ス存在下のみならずストレス非存在下においても比増殖速度の上昇をもたらしたため、
鉄イオンはストレスに対する耐性ではなく増殖そのものに関与すると考えられる。一方
で鉄イオン輸送に関与する遺伝子群は、細胞内酸化還元状態によって発現量が変化する
ことが知られており、同時に本研究の遺伝子発現解析から、適応株において酸化ストレ
スの発生が示唆されたことから、適応株では何らかの理由により細胞内 ROS 濃度が変
化し、それが鉄イオン輸送の発現量を変化させたのではないかと推察した。そこで蛍光
プローブを用いて細胞内 ROS 濃度の測定を行ったところ、適応株 A 株のエタノール 5%
存在下では、親株よりも高いレベルの細胞内 ROS 濃度が存在することが示された。ま
た、関連研究（Brynildsen and Liao, 2009）によると、イソブタノールストレスは電子伝
達系の阻害によって代謝状態の変化を引き起こすことが示唆されており、本研究の遺伝
子発現解析において観察された発現変化は、エタノールストレスに対する応答や、長期
培養実験の過程において類似する代謝状態の変化が起きた可能性があることを示唆し
ている。また、エタノール耐性を題材とした先行研究（Gonzaletz et al., 2003, Goodarzi et 
al., 2010）においても、嫌気代謝に関わるグローバル制御因子がエタノール耐性に関与
することが示唆された。このように、エタノール適応株には代謝レベルの変化が生じて
いることが予想されると考えられる。 
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第 4章 代謝ネットワーク構造に基づく遺伝子スクリーニ
ング手法の開発 
 
4.1 緒言 
 第 3 章の親株および適応株の遺伝子発現解析の結果、エタノールストレスに対する応
答および長期培養実験によるエタノールストレスへの適応は、代謝レベルの変化を伴う
ことが示唆された。近年の技術の発達により、代謝経路上の分子を直接測定する技術が
登場したり（Monton and Soga, 2007; Rabinowitz, 2007; Krone et al., 2010）、代謝反応の流
量を推定する手法（Iwatani et al., 2008; Kim et al., 2008; Tang et al., 2009）が発達したりし
てきた。一方で、DNA マイクロアレイによる網羅的な遺伝子発現解析は、代謝反応を
コードする遺伝子の発現量も測定することができるため、DNA マイクロアレイ解析に
よる発現量のデータから、代謝状態を推定するような情報を取得することも可能である。 
 第 3 章の結果から、エタノール耐性に関するさらなる知見を得るためには、ストレス
に対する応答や適応によって代謝レベルでどのような変化が生じたかの解析が重要で
あることが示唆された。このためには、遺伝子発現量のデータから、代謝経路上におい
て、発現量が大きく変化したような経路がどこに集中しているか、といった情報を抽出
する必要がある。そうした手法の 1 つとして第 3 章で用いた Gene Ontology Annotation
（Barrell et al., 2009）に代表されるような遺伝子の機能分類により、代謝に関係する機
能を抽出するというものがある。しかしながらこの機能カテゴリは、たとえば
“Methionine biosynthetic process”といった表記にみられるように、代謝経路を粗視化した
表現であるため、機能カテゴリ間の関係性がわかりづらいなどの問題がある。とりわけ、
代謝経路の分岐点のどちら側に反応が進んでいるか、などの詳細な考察を、前述のよう
な機能カテゴリによって表現された情報から行うことは困難である。 
一方で、細胞内で生じる代謝反応の情報は KEGG（Kanehisa and Goto, 2000）に代表
されるように、データベースとして整備されており、このような代謝反応の情報を利用
することで、代謝経路の構造を含むレベルの議論が可能である。生物は細胞内に 1000
前後の代謝経路や代謝分子を含んでおり、これらは相互に連結してネットワークを形成
している。KEGG ではこのような生物が持つ代謝ネットワークを、部分的な経路図に分
割して表現している。たとえば“Glycolysis / Gluconeogenesis”や“Citrate cycle (TCA cycle)”
といった経路が、KEGG には合計で数百程度存在し、それぞれ数十の代謝反応や代謝物
質を含んでいる（Fig. 4.1）。また KEGG を用いることで、どの遺伝子がどの代謝反応と
対応しているかという情報も同時に取得できるため、たとえばマイクロアレイによって
測定した遺伝子発現量を、代謝ネットワークのリンクに相当する部分に重みとして持た
せることが可能である。KEGG
は、前述したような KEGG
な手法がある（Arakawa et al
ステマティックな手法であるとはいえない
なっているような経路を、客観的
ングしたいという要求を満
の部分的な経路図は、生化学的知見
数の経路図間にまたがるような
本研究ではまず、遺伝子発現情報
羅的に解析するための手法
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4.1. KEGG に
”Glycolysis / Gluconeogenesis
四角囲みが酵素を
http://www.genome.jp/kegg/pathway/map/map00010.html
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の情報を用いて遺伝子発現データを解析
の部分的な経路図に、遺伝子発現量を併記するというよう
., 2005）。こうした手法は視覚的には優れているものの
。すなわち、たとえば遺伝子発現量
な指標に基づいて定量的に、かつ網羅的
たすことはできない。また、こうした解析に
に基づく経験的な分類に従っているものが
部分を解析しづらいという点もある（Fig. 4.2
を、代謝ネットワーク構造に基づいて
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細胞内代謝ネットワーク表現方法の模式図
は代謝反応、四角は部分的な代謝経路図
が複数の部分的な代謝経路図上にまたがって
す。 
、生化学的知見に基づき生体内の代謝反応
sis / Gluconeogenesis”など）の組み合わせによっ
部分的な経路図は合計で数百程度にも
こうした部分的な経路図の複数個所にまたがって
代謝分子を含むような経路を解析するのは
 
。図中
を示す。
存
を部分的
上る。
存
困難な
79 / 146 
次に、この手法を用いて遺伝子発現データを解析したときに、機能分類による解析で
は発見することが難しいような情報を取得することが可能であるかを確認するために、
両方の解析を行いその結果を比較した。このための検証データとして、ビールの醸造に
用いられるラガービール酵母のマイクロアレイデータを用いた。 
 ラガービール酵母 Saccharomyces pastorianusは、世界のビール市場において主流とな
っているラガータイプと呼ばれるビールの醸造に用いられる。ラガービール酵母は実験
室酵母やパン酵母、醸造酵母である Saccharomyces cerevisiaeの近縁種であるものの、S. 
cerevisiaeと比較すると研究が進んでいなかった。その理由の一つとして、ラガービー
ル酵母の複雑な染色体構造がある。ラガービール酵母は 2 種の類縁である酵母種が自然
交雑して生じたといわれており（Tamai et al., 1998）、2 種の酵母に由来する染色体の両
方を細胞内に有している（Fig. 4.3）。これらの 2 つ染色体のゲノム配列のうち片方は、
S. cerevisiaeと極めて高い相同性（99%以上）を示す（Sc 型ゲノムと表記）が、もう一
方（非 Sc 型ゲノム）は、80%程度の相同性に留まることが知られている（Kodama et al., 
2006）。ラガービール酵母の細胞内には、こうした 2 種の染色体に由来する、互いに配
列が若干異なるような遺伝子が重複して存在しており、その総数は全遺伝子の 8 割にも
上る。このような、ある程度配列が類似するような重複遺伝子が、ラガービール醸造の
性質にどのように寄与しているかは長らく不明であった。その解析には、このような重
複遺伝子を区別して解析する精度を持った技術の登場を待たねばならなかったからで
ある。最近になってラガービール酵母の全ゲノム配列が解読され（Nakao et al., 2009）、
その配列を元にして、全ての重複遺伝子の発現量を区別して測定することができる
DNA マイクロアレイが登場した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
ラガービール酵母
非 Sc 型 
Fig. 4.3. ラガービール酵母の染色体構造の概念図。 
ラガービール酵母の細胞内には、類似する 2 つの祖先種（Sc
型、非 Sc 型と表記）に由来する染色体が共存している。これ
らの 2 種の染色体上には、同一の機能を有しながら遺伝子配列
が若干異なるような遺伝子（重複遺伝子）が多数存在している。 
染色体 Sc 型 
自然交雑 
乗り換え 
交叉 
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 本章では、ラガービール酵母の重複遺伝子を区別して測定可能であるような DNA マ
イクロアレイを用い、重複遺伝子の発現量の相違を解析する。ラガービール酵母は実験
室酵母などに代表される S. cerevisiaeと比較して、ビール醸造において重要な生理学的
性質として、低温でも高い麦汁資化性を有することや（Boulton and Quain, 2001, Zheng et 
al., 1994）、高いエステル生成能、亜硫酸の生成能、低い硫化水素生成能（Crumplen et al., 
1993）といった特徴を持つことが既に知られている。このような相違は、ラガービール
酵母が非 Sc 型遺伝子を有することによってもたらされたと考えられるが、非 Sc 型遺伝
子のうちどの遺伝子がそうした特徴に関わっているかは、古くから行われている個別遺
伝子の解析によって、部分的に明らかにされているにとどまっている。前述したように、
遺伝子の機能分類による方法や、代謝ネットワーク構造に基づいた方法によってラガー
ビール酵母のマイクロアレイデータを解析することで、そうした相違をもたらすと考え
られる遺伝子群をスクリーニングすることが可能であるかどうかを検証した。 
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4.2 実験方法および実験材料 
4.2.1 代謝ネットワーク構造に基づく遺伝子スクリーニング 
 
4.2.1.1 代謝ネットワーク構造に基づく遺伝子スクリーニングの概要 
 代謝ネットワークの構造に着目して、発現量が上昇または低下しているような代謝経
路をスクリーニングするための方法を構築した。いま、代謝分子と、それらを連結する
代謝反応とをノードとリンクとする代謝ネットワークを考える（Fig. 4.4）。それぞれの
リンクには、その代謝反応に関与する遺伝子の発現量または発現比などを重みとして与
えることができる。代謝反応によって連結された、連続する n個の代謝分子に着目し、
これを部分ネットワークと呼ぶ。部分ネットワークに含まれるすべての遺伝子の重みの
平均値を、この部分ネットワークの代表値とする。すべての可能な部分ネットワークに
ついての代表値を算出し、代表値が高いものや低いものをスクリーニングすることで、
重みの値が高い（または低い）ような遺伝子を含む部分ネットワークをスクリーニング
した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
凡例 
代謝分子 
代謝反応 
遺伝子 
発現量大 
発現量小 
Fig. 4.4. 代謝ネットワーク構造に着目した遺伝子スクリー
ニングの概要図。茶色の丸囲みは代謝分子 3 つ、代謝反応 4
つを含むような部分ネットワークの一例を表している。この
部分ネットワークには部分ネットワークには発現量が大きな
遺伝子が集中しているということを模式的に示している。 
 
4.2.1.2 代謝ネットワーク構造
 前項で述べたような代謝分子
する遺伝子発現データが与
うな部分ネットワークのスクリーニング
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全ての組み合わせについて
Fig. 4.5.は部分ネットワークの
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代謝反応に対して与えられる
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全ての部分ネットワークについて
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に基づく遺伝子スクリーニングのアルゴリズム
と代謝反応からなるネットワークが存在
えられた際に、こうしたデータを用いて Fig. 4.4.
法について示す。 
全ての代謝と代謝反応からなる代謝ネットワー
個と代謝反応 n-1 個からなる）部分ネットワークを
考える。このような部分ネットワークの例を
大きさを 3 としたときの、i番目の部分ネットワークにつ
表したものである。各部分ネットワークは代謝分子
重み w(i, j)を持つ。ここで iは部分ネットワークのインデ
含まれる代謝分子と代謝反応のインデ
[4.1]で定義する。 
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4.2.1.3 代謝ネットワークの構築 
代謝ネットワークを構築するための情報として、代謝分子、代謝反応、代謝反応と酵
素および遺伝子との対応関係を KEGG（Kanehisa and Goto, 2000; 
http://www.genome.jp/kegg/）より取得した。本章では部分ネットワークは 5 個の代謝分
子、4 個の代謝反応を含むものとした。このような部分ネットワークに含まれる遺伝子
について、それぞれ重複遺伝子間の遺伝子発現比を重みとし、部分ネットワークに含ま
れる全ての遺伝子のデータの中央値を算出し、その部分ネットワークの代表値とした。
中央値を算出する際、部分ネットワークに含まれる 4つの代謝反応のうち 1か所までは、
遺伝子発現データが測定誤差の影響などにより得られなかったとしても、その間の代謝
反応は連結されているとして扱い、部分ネットワークの代表値は残りの遺伝子のデータ
から算出した。構築した代謝ネットワークは代謝分子 666個、代謝反応 997個からなり、
部分ネットワークの総数は 237,965 個となった。また、こうした部分ネットワークから、
重みの値が高い（または低い）ような部分ネットワークをスクリーニングする際には、
部分ネットワーク同士の重複があった場合（ある 2 つの代謝物質が、複数の異なる酵素
反応によって連結されていた場合など）、それらをまとめて表記した。 
 
4.2.2 ビール酵母の DNAマイクロアレイデータの取得 
 構築したスクリーニング手法の有用性の実証するために、ビール酵母の DNA マイク
ロアレイデータを本手法によって解析した。このビール酵母のマイクロアレイデータは、
サントリーホールディングス株式会社の中尾嘉宏博士より譲渡されたものを用いた。 
 
4.2.2.1 使用菌株 
ラガービール酵母のマイクロアレイ実験には、ラガービール酵母 S. pastorianus 
Weihenstephan 34/70 を用いた。菌株は Fachhochschule Weihenstephan（Freising, Germany）
より譲渡を受けたものを使用した。 
 
4.2.2.2 ラガービール酵母の培養 
 ラガービール酵母のマイクロアレイ解析のための菌体を取得するために、発酵試験を
行った。溶存酸素濃度が 11 ppm となるように調整した 100 %麦汁を培地として用い、2 
l E. B. C. （European Brewery Convention）チューブにて発酵試験を行った。初期菌体量
が 7.5 g/l-wet cell weight となるように植菌し、15°C において静置条件で培養した。発酵
進行度の指標としてアパレントエキス濃度を、比重計 DMA46（Anton Paar Co., Graz, 
Austria）を用いて測定した。 
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4.2.2.3 DNAマイクロアレイを用いた遺伝子発現量の測定 
 発酵試験の 0, 21, 45, 69, 98, 189, 239 時間目における培養液を採取し、DNA マイクロ
アレイ実験に供した。total RNA の抽出および精製、cDNA 合成、断片化、末端ビオチ
ン化、ハイブリダイゼーション、洗浄、染色、ならびにスキャンはマイクロアレイ添付
のプロトコル（Affymetrix）に従い行った。本研究で用いたマイクロアレイは、
CustomExpress®の 49-7875 フォーマットを用いて、S. pastorianus Weihenstephan 34/70 の
ゲノム情報（Nakao et al., 2009）に基づいて設計したものであり、約 23,000 のプローブ
セットを含む。 
 
 
4.2.3 DNAマイクロアレイ解析 
  
4.2.3.1 遺伝子発現データの前処理 
 プローブレベルの遺伝子発現データから遺伝子発現量を推定するために、MBEI
（Model-based expression indexes; Li and Wong, 2001）を改変した方法を用いた。複数の
マイクロアレイデータ間の比較を行うための正規化に、quantile normalize（Bolstad et al., 
2003）を用いた。 
 
4.2.3.3 遺伝子機能分類 
 ラガービール酵母の遺伝子の機能分類は、Munich Information Center for Protein 
Sequences（MIPS）データベースにおける Functional Catalogue（FunCat, Ruepp et al., 2004）
を用いて行った。スクリーニングした遺伝子に、ある遺伝子機能カテゴリが有意に多く
存在するかどうかを、超幾何分布を用いて検定した（3.2.5.3）。 
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4.3 結果 
 
4.3.1 ラガービール酵母の DNAマイクロアレイデータの取得 
 ラガービール酵母 S. pastorianus の DNA マイクロアレイデータを取得するために、発
酵試験を行った。ラガービール酵母を麦汁培地に植菌し、0, 21, 45, 69, 98, 189, 239 時間
目に培養液を分取し、菌体濃度の測定、エキス濃度の測定 DNA マイクロアレイ解析の
ための菌体の取得を行った。Fig. 4.6 に発酵試験における発酵挙動を示す。これらの菌
体を用いて DNA マイクロアレイ実験を行い、遺伝子発現量の測定を行った。測定によ
って得られたプローブレベルの蛍光強度データより、MBEI（Model-based expression 
indexes; Li and Wong, 2001）を用いて遺伝子発現量を算出した。7 つのマイクロアレイデ
ータを quantile normalize（Bolstad et al., 2003）によって正規化した。Sc 型ゲノムに由来
する遺伝子（以後 Sc 型遺伝子）、非 Sc 型ゲノムに由来する遺伝子（以後非 Sc 型遺伝子）
の両方が存在する遺伝子 5025 個を解析対象とし、Sc 型遺伝子の発現量と非 Sc 型遺伝
子の発現量の比の値を算出した。 
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Fig. 4.6. ラガービール酵母の麦汁培地による発酵試験の発
酵挙動。図中矢印の時点において、DNA マイクロアレイ解
析に供する菌体を取得した。 
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4.3.2 ラガービール酵母の DNAマイクロアレイデータの遺伝子機能分類によ
る解析 
 4.3.1 において取得した、発酵試験中の 7 つのタイムポイントにおけるラガービール
酵母重複遺伝子の発現量の比について、その値が大きいものまたは小さいもの上位 5%
ずつをスクリーニングし、Sc 優勢遺伝子または非 Sc 優勢遺伝子と定義した。ラガービ
ール酵母の遺伝子を、データベース Munich Information Center for Protein Sequences（MIPS）
を用いて遺伝子機能ごとに分類し、スクリーニングした遺伝子に、ある遺伝子機能カテ
ゴリが多く含まれているかどうかを検定した。Sc 優勢遺伝子または非 Sc 優勢遺伝子に
おいて有意に多く含まれていた機能カテゴリを Table 4.1 に示す。 
 パン酵母などに代表される S. cerevisiaeは、近縁種よりも高いエタノール発酵能や増
殖能を有することが知られている。Sc 優勢遺伝子に多く含まれる機能は、そうした発
酵能や増殖能に関与していると考えられる。そのような遺伝子機能の例としてたとえ
ば、” sugar, glucoside, polyol and carboxylate catabolism”のようなエネルギー合成や” purine 
nucleotide anabolism”の核酸合成のように細胞増殖に関与するもののほかに” biosynthesis 
of thioredoxin, glutaredoxin, glutathion”、” chemical agent resistance”にみられるように、解
毒に関連する遺伝子機能が多く含まれていた。このような解毒に関連する遺伝子は、ビ
ール醸造中に生じるストレスに対する防御機構として働いている可能性がある。ビール
醸造中に生じるストレスについては、溶存酸素濃度、pH、浸透圧、エタノール濃度、
栄養源の濃度や温度など、様々な観点からの研究がなされている（reviewed in Gibson et 
al., 2007）ものの、未だに不明な点も多く、本研究でスクリーニングした解毒に関する
遺伝子が、醸造中に生じるストレスに対してどのように関与するかは報告されていない。 
 一方で非 Sc 優勢に多く含まれているような遺伝子機能には、ビール醸造において重
要な生理学的性質との関連を示すようものが多く含まれていた。たとえばビール中に含
まれる亜硫酸は抗酸化作用によってビールの品質劣化を防止する働きがある。一方で硫
化水素はオフフレーバーの原因物質となるので、ビール中の含有量は低いことが好まし
い。” sulfate assimilation”はこのような硫黄代謝物の生成に関与すると考えられ、その生
成には非 Sc 遺伝子が主要な役割を果たしていることを本結果は示唆している。また、
ビールの香気成分である高級アルコールやそのエステルは分枝アミノ酸合成経路上の
中間代謝物から生成される（Kobayashi et al., 2008）。” metabolism of the pyruvate family 
(alanine, isoleucine, leucine, valine) and D-alanine”に含まれる遺伝子はそうした香気成分
の生合成に関与していると考えられ、その生合成には非 Sc 優勢遺伝子が大きく寄与し
ていることが明らかとなった。また” sugar transport”や” C-compound and carbohydrate 
utilization”は炭水化物の取り込みおよび代謝に関連する機能であり、ラガービール酵母
が低温においても、高い麦汁資化性を有することに関係している可能性がある。 
 このように、遺伝子機能分類により、ラガービール酵母の有する特徴が、重複遺伝子
のうちのどちらによって担われているかを明らかにすることができた。 
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4.3.3 ラガービール酵母の DNAマイクロアレイデータの代謝ネットワーク構
造に着目した解析 
 
4.3.3.1 代謝ネットワークの構築 
代謝分子、代謝反応、代謝反応と酵素および遺伝子との対応関係を KEGG
（http://www.genome.jp/kegg/）より取得し、代謝分子 666 個、代謝反応 997 個からなる
ラガービール酵母の代謝ネットワークを構築した。この代謝ネットワークについて、連
続する代謝物質 5 つ、代謝反応 4 つを含む部分ネットワークを全ての可能な組み合わせ
（総数 237,965 個）について作成し、それぞれの部分ネットワークについての代表値を
式[4.1]および[4.2]に従い算出した。得られた全ての部分ネットワークについての代表値
の分布を Fig. 4.6 に示す。次に、得られた代表値の大きさを用い、上位 30 個および下位
30 個の部分ネットワークをスクリーニングした。スクリーニングに用いた閾値を Fig. 
4.7 の黒線で示す。得た部分ネットワークの構成要素（代謝分子名や遺伝子名）を列挙
して議論する都合上、本研究ではスクリーニングする部分ネットワークの個数を 30 個
として指定した。この閾値の大きさは、部分ネットワークの代表値が示す分布を正規分
布と仮定して算出した有意水準 99.9%（平均値±3.29×σ）を上回ることを確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4.7. ラガービール酵母の代謝ネットワーク上の全ての可能な
部分ネットワークについて遺伝子発現比のデータを用いて算出さ
れた代表値の分布。縦線は代表値の大きさ上位 30 個および下位 30
個をスクリーニングした際の閾値を示す。 
 
頻
度
 
部分ネットワークの代表値 
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次に、得られた上位 30 個および下位 30 個の部分ネットワークに含まれる遺伝子の発
現比が、それ以外の部分ネットワークに含まれる遺伝子の発現比よりも高い（または低
い）傾向にあるかどうかを確認するために、遺伝子発現比の値を Fig. 4.8 にプロットし
た。図中の横軸は、部分ネットワークに含まれる各代謝反応のインデックス（j=1,2,3,4）、
縦軸は、i番目の部分ネットワークに含まれる j番目のインデックスの代謝反応に対す
る重みの値 w(i, j)を示し、各部分ネットワークに含まれる代謝反応のデータ（w(i, j)の
j=1,2,3,4）を線で連結して示したものである。赤線は上位 30 個、青色は下位 30 個の部
分ネットワークのデータを示し、黒線はそれ以外の部分ネットワークからランダムに
30 個をサンプリングして図示したものである。また、太線は各 30 個の部分ネットワー
クの平均値を示している。図より、代表値の大きさによりスクリーニングした部分ネッ
トワークには、発現比が高い、または低い遺伝子が多く含まれることが確認できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
部
分
ネ
ッ
ト
ワ
ー
ク
に
含
ま
れ
る
各
反
応
に
対
す
る
重
み
の
値
 
部分ネットワーク内の代謝反応のインデックスj 
 
Fig. 4.8. Fig. 4.7 においてスクリーニングした、代表値が大きい部
分ネットワーク上位 30 個（赤）または小さい下位 30 個（青）、お
よびそれ以外の範囲からランダムに選択した 30 個（黒）に含まれ
る各代謝反応の重みの値について、各部分ネットワークに含まれ
る代謝反応のデータ（w(i, j)の j=1,2,3,4）を線で連結して示した。
太線はそれぞれの平均値を示す。 
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4.3.3.2 スクリーニングによって得られた代謝ネットワーク 
 前項で得た、大きなまたは小さな代表値を持つ部分ネットワークそれぞれ 30 個ずつ
について、含まれる代謝分子名、および代謝反応に関わる遺伝子名を Appendix-Table 2,3
に示した。これらのうち、ラガービール酵母のビール醸造に関連が深いと考えられる経
路を含む部分ネットワークを選び、その代表的な例を Fig. 4.9 に示した。また、Fig. 4.9
に示す部分ネットワークに含まれる代謝分子および代謝反応が、KEGG のどの代謝マッ
プ上に存在するかを示した。 
Fig. 4.9(a)は Sc 優勢であるような遺伝子を多く含む部分ネットワークの例である。図
には TCA 回路上の有機酸を含む部分ネットワーク（a-1, a-2）と、核酸合成に関わる部
分ネットワーク（a-3, a-4）を示している。（a-3）は機能カテゴリ解析の結果（Table 4.1）
では” purine nucleotide anabolism”と対応しているが、（a-1, a-2）の TCA 回路上の有機酸
を含む部分ネットワークは、機能カテゴリを用いた解析ではスクリーニングされなかっ
た。 
Fig. 4.9(b)は非 Sc 優勢であるような遺伝子を多く含む部分ネットワークの例である。
（b-1）の部分ネットワークは、硫酸イオンが亜硫酸および硫化水素に変換される反応
を示している。（b-2）の部分ネットワークは、ピルビン酸を前駆体として、分枝アミノ
酸の 1 つであるバリンへと至る生合成経路がスクリーニングされている。また、（b-3）
の部分ネットワークは 6 単糖および糖リン酸などを含む代謝反応群である。これらはそれ
ぞれ、前項で行った機能分類による解析によって得られた“sulfate assimilation”, ” 
metabolism of the pyruvate family (alanine, isoleucine, leucine, valine) and D-alanine”, ” 
C-compound and carbohydrate utilization”と対応している。しかしながらこれらのカテゴリ
は十から数十程度の遺伝子を含んでいる。Fig. 4.9 の結果により、そのカテゴリ中のど
の経路が特に優勢に機能しているかということが明らかとなった。 
また、Sc 優勢であるような経路と非 Sc 優勢であるような経路とが隣接しており、機
能カテゴリによる解析のみでは解釈が難しいような場合が存在する。たとえば Table 4.1
では Sc 優勢であるような機能カテゴリとして” sugar, glucoside, polyol and carboxylate 
catabolism”、非 Sc 優勢であるような機能カテゴリとして” C-compound and carbohydrate 
utilization”がスクリーニングされ、両者とも中央代謝経路を主とする炭化水素に関与す
る代謝反応である。しかし Fig. 4.9 により、このうちペントースリン酸経路を含む部分
は Sc 遺伝子が優勢、6 単糖および糖リン酸の変換反応は非 Sc 遺伝子が優勢であるとい
うことが明らかとなり、より詳細な解釈が可能となった。また、ピルビン酸を中心とす
る TCA 回路上の反応は、機能カテゴリ解析においてはスクリーニングされなかった。
しかし本手法により、TCA 回路上の有機酸を含む反応は Sc 優勢、TCA 回路からバリン
などのアミノ酸を合成する経路は非 Sc 優勢となっており、ピルビン酸を中心とする代
謝経路上の分岐点における違いを本手法によって明らかにすることができた。このよう
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に、機能カテゴリ分類では複数のカテゴリにまたがるなどの理由によって抽出しにくい
ような経路を、本手法により抽出できることが示された（Fig. 4.10）。 
また、KEGG における部分的な経路図に分割された表記法（Fig. 4.1 に例示）を用い
た場合には複数の経路図を確認しなければならないような経路についても、本手法によ
ってスクリーニングすることができた。たとえばピルビン酸を中心とする代謝分子や代
謝反応は、TCA 回路、発酵経路、アミノ酸合成経路といった多数の経路図上に点在し
ている。また、このような多数の代謝反応に関与するような代謝分子はピルビン酸以外
にも多く存在する。このような、解析対象が経路図をまたがるような場合においても、
本提案手法を用いることでスクリーニングが可能であることが示された。 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4.9. 代謝ネットワーク
ち、ラガービール酵母のビール
みは代謝分子、実線は代謝反応
いては Appendix-Table 1 に
括弧内の数字は遺伝子の
である遺伝子を多く含む
含む部分ネットワークの
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構造に着目した解析により得た部分ネットワークのう
醸造に関与する性質と対応するものの
を示す。四角囲み中の文字は代謝分子名
記した）、代謝反応上の文字は反応に関与する
発現比を底が 2 の対数に変換したものを表す
部分ネットワークの例。(b)非 Sc 優勢である
例。Rは各部分ネットワークの代表値を示す
 
一例。四角囲
（略語につ
遺伝子名、
。(a)Sc 優勢
遺伝子を多く
。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4.10. Fig. 4.9 で示
が、KEGG のどの代謝
当する代謝分子と代謝反応
ける代謝マップの名称
① TCA cycle 
② Pyruvate metabolism
③ Glutathione metabolism
④ Alanine, aspartate and glutamate m
⑤ Folate biosynthesis 
⑥ Purine meetabolism 
⑦ Pyrimidine metabolism
⑧ Sulfur metabolism 
⑨ Valine, leucine and isoleucine biosynthesis
⑩ Galactose meta bolism
⑪ Starch and sucrose metabolism
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した部分ネットワークに含まれる代謝分子
マップ上に存在するかを示した。それぞれの
がその代謝マップ上に存在することを示
を以下に示す。 
 
 
etabolism 
 
 
 
 
 
および代謝反応
色の囲みは、該
す。KEGG にお
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4.4 考察 
 本章では、ラガービール酵母が有する重複遺伝子についての遺伝子発現解析を行い、
重複遺伝子のうちのいずれが、ビール醸造において重要な表現型に対して寄与している
かを明らかにした。4.3.2 では遺伝子の機能分類による解析を行い、4.3.3 では代謝ネッ
トワーク構造に着目した部分ネットワークのスクリーニングを行い、両者とも、ビール
醸造に深く関与する表現型（硫黄代謝や香気成分の生成など）に関与する遺伝子群をス
クリーニングできていた。代謝ネットワーク構造に着目した解析からは、遺伝子名にと
どまらず代謝経路の名称についての情報が得られ、これに基づいて代謝経路上の分岐点
の周囲などについて、代謝経路という観点における詳細な解析が可能であることが示さ
れた。 
 一方で、遺伝子の機能分類による手法は、対象とする遺伝子は代謝反応に関係する遺
伝子にとどまらないという利点を有する。実際に 4.3.2 では” chemical agent resistance”な
ど、代謝反応には関与しないものの、重要であると考えられる機能をスクリーニングす
ることができている。このように、遺伝子の機能分類を用いた手法と代謝ネットワーク
構造に着目した遺伝子のスクリーニング手法とは異なる長所を有していると言えるこ
とから、目的に応じて使い分けることが重要である。 
 Appendix-Table 2,3に、スクリーニングした部分ネットワークの一覧を示しているが、
この中には同一の代謝分子が非常に多くの部分ネットワーク上に登場する例がある。こ
のような代謝分子は、多くの代謝反応によるリンクを有していることに起因して、スク
リーニングされる頻度が高くなっているものと考えられる。このような多数のリンクを
有する代謝物質を含む部分ネットワークによって、少数のリンクしか持たないような代
謝経路がスクリーニングされづらいということが予想される。このような問題のために、
スクリーニングする部分ネットワークの個数を大小さまざまに変化させる、得られた部
分ネットワークのうち構成成分の大半が同じようなものは統合する、などの工夫が必要
な場合があると考えられるので、留意が必要である。 
 本章では、ラガービール酵母の重複遺伝子の発現量比を代謝反応に対する重みとして
用いたが、重みには任意の統計量を用いることができるため、目的に応じて与える重み
を変えることも可能である。たとえば複数のマイクロアレイデータを比較し、その差異
が大きな経路をスクリーニングしたい場合はマイクロアレイ間の遺伝子発現比を算出
して重みとすればよいし、比較対象とするデータ数が多くなった場合には、遺伝子発現
パターンの相関係数などを重みにすることも可能である。さらに、代謝反応に関連付け
られるデータであれば、マイクロアレイ実験に由来するもの以外であってもかまわない。 
 本章で行ったマイクロアレイデータ解析の結果は、ラガービール酵母の育種のための
基盤となる情報を与えるものと考えられる。たとえば、ラガービール酵母の表現型を変
化させるために、ある遺伝子や機能を対象として遺伝子改変を行う際に、重複遺伝子の
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うちのいずれをターゲットとすべきかという問題が生じる。この際に、重複遺伝子のい
ずれが、対象としている機能に対して大きく寄与しているかという情報によって、ター
ゲットを選択することが可能であると考えられる。具体的には、ビールに含まれる成分
の生成量を変化させるために、ラガービール酵母のある遺伝子や遺伝子群をターゲット
として育種を行いたいという場面が想定される。こうした育種は実際に、亜硫酸の生産
（Yoshida et al., 2008）や発泡酒における香気成分（Kobayashi et al., 2008）などをターゲ
ットとして行われており、本研究によって得た知見は、こうした育種に応用することが
可能である。 
 
 
4.5 結言 
 本章では、代謝ネットワーク構造に着目した遺伝子のスクリーニング手法の構築と、
その有効性の確認を行った。データベース KEGG を用い、代謝分子と代謝反応からな
る代謝ネットワークを構築し、連続した代謝分子と代謝反応を含む部分ネットワークを
考えることによるスクリーニング手法を開発した。この手法を、ラガービール醸造に用
いられるラガービール酵母のマイクロアレイデータに供したところ、遺伝子の機能分類
による手法よりも、代謝経路という観点において詳細な情報を取得することが可能であ
ることを示すことができた。この解析により、たとえば分岐点を有するような代謝経路
の周囲がどのようになっているか、などを明らかにすることが可能であると考えられる。 
本提案手法はまた、KEGG の既存の部分代謝 MAP（Glycolysis など）に注目して視覚
的に解析を行うような手法と比べると、全ての可能な部分ネットワークを対象としたス
クリーニングが可能であるという網羅性という点や、複数の代謝経路図をまたがるよう
な場合も解析が可能である点、代表値として中央値や平均値といった統計量を用い、そ
の値によってスクリーニングするという定量性という点において優れているといえる。 
 本章で行ったラガービール酵母のマイクロアレイ解析は、ラガービール酵母の育種を
行う際の基盤となる知見をもたらした。たとえば遺伝子操作を行う際に、重複遺伝子の
どちらをターゲットとすればよいかという問題について、本研究で行った遺伝子発現量
の測定結果を元にして選択肢を得るということが可能である。 
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第 5章 代謝ネットワークに着目したエタノール適応株の
解析 
 
5.1 緒言 
 第 3 章の親株およびエタノール適応株の遺伝子発現解析の結果、エタノールに対す
る適応は細胞内の代謝レベルの変化を伴うことが示唆された。KEGG（Kanehisa and Goto, 
2000）などの、遺伝子と代謝経路に関する情報を集積したデータベースを援用すること
で、DNA マイクロアレイ解析による遺伝子の発現量のデータから、細胞内の代謝の状
態を推定するような情報を取得することが可能である。第 4 章において、代謝ネットワ
ークに着目して遺伝子発現量が上昇または低下しているような代謝経路を、網羅的かつ
定量的にスクリーニングする手法を構築した。 
本章では、この手法を大腸菌エタノールストレス適応株および親株についての遺伝子
発現データに供することで、エタノールに対する応答、および適応によって生じた代謝
レベルの変化を明らかにすることを目指した。第 3 章における主成分分析の結果、大腸
菌のエタノールストレスに対する応答を表現すると考えられる主成分（PC1）および長
期培養実験における適応過程を表現すると考えられる主成分（PC2）を得ることに成功
している。そこで、これらの主成分に対する各遺伝子の負荷量（loadings）を代謝反応
の重みとして用い、その値が大きいような代謝経路や小さいような代謝経路をスクリー
ニングした。こうした解析により、エタノールストレスに対して発現量が上昇する経路
や低下する経路、またはエタノール適応株において親株よりも発現量が上昇または低下
する経路をスクリーニングすることが可能である。 
 
  
98 / 146 
5.2 実験材料・方法 
5.2.1 使用した遺伝子発現データ 
本章で用いる遺伝子発現データは、3 章で測定した大腸菌親株および適応株 6 株につ
いての、エタノール非存在下および存在下（5%）におけるマイクロアレイ実験の結果
を使用した。 
 
5.2.2 代謝ネットワークの構築 
 代謝ネットワーク解析に用いた代謝分子、代謝反応、代謝反応-酵素反応-遺伝子の対
応関係は KEGG(http://www.genome.jp/kegg/)を用いて構築した。代謝分子 751 個、代謝反
応 1185 個からなる代謝ネットワークを構築した。 
 
5.2.3 代謝ネットワーク構造に基づくスクリーニングのアルゴリズム 
 代謝反応によって連結された、連続する 5 つの代謝分子に着目し、これを部分ネット
ワークと呼ぶ。部分ネットワークに含まれる全ての遺伝子が持つ重みの平均値を、この
部分ネットワークの代表値とする。代表値を算出する際、部分ネットワークに含まれる
4 つの代謝反応のうち 1 か所までは、遺伝子発現データが定量限界以下などにより得ら
れなかったとしても、その間の代謝反応は連結されているとして扱い、部分ネットワー
クの代表値は残りの遺伝子のデータから算出した。すべての可能な部分ネットワークに
ついての代表値を算出し、代表値が高いものや低いものをスクリーニングすることで、
重みの値が高い（または低い）ような遺伝子を含む部分ネットワークをスクリーニング
することができる。本研究で構築した代謝ネットワークには、合計で 587,687 個の部分
ネットワークが存在した。こうした部分ネットワークから、重みの値が高い（または低
い）ような部分ネットワークをスクリーニングする際には、部分ネットワーク同士の重
複があった場合（ある 2 つの代謝物質が、複数の異なる酵素反応によって連結されてい
た場合など）、それらをまとめて表記した。 
本章ではエタノールに対する応答、および適応によって生じた代謝レベルの変化を明
らかにするために、遺伝子の重みとして、第 3 章において実施した主成分分析により得
た、第一主成分（PC1）、および第二主成分（PC2）に対する各遺伝子の因子負荷量(loadings)
を用いた。 
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5.3 結果 
5.3.1 大腸菌親株および適応株における遺伝子発現データの代謝ネットワーク
構造に着目した解析 
代謝分子、代謝反応、代謝反応と酵素および遺伝子との対応関係を KEGG
（http://www.genome.jp/kegg/）より取得し、代謝分子 751 個、代謝反応 1185 個からなる
大腸菌の代謝ネットワークを構築した。この代謝ネットワークについて、連続する代謝
物質 5 つ、代謝反応 4 つを含む部分ネットワークを全ての可能な組み合わせ（総数
587,687 個）について作成した。ネットワークの重みとして、第 3 章において行った主
成分分析の結果を用い、PC1（エタノールストレスに対する応答に対応）および PC2（親
株と適応株の差に対応）に対する主成分負荷量（loadings）を各遺伝子についての重み
として与え、それぞれの部分ネットワークについての代表値を算出した。 
第 4 章において行った解析とは異なり、本章においては主成分負荷量を解析に用いて
いる。このような解析が可能であるかを検証するために、全ての部分ネットワークにつ
いての分布がどのようになるかを Fig. 5.1 に示した。また、このような部分ネットワー
クの中から、代表値が高いものおよび低いものを 40 個ずつスクリーニングした。Fig. 5.2
に、スクリーニングした部分ネットワークに含まれる各代謝反応の重み（主成分負荷量
の値）を示す。本章は第 4 章とは異なり、この重みの値は 7 株（親株と進化株 6 株）2
条件（エタノール存在下および非存在下）の情報を縮約して得られたものである。そこ
で、このスクリーニングによって本当に遺伝子発現比が高いような遺伝子をスクリーニ
ングできたかどうかを確認するため、スクリーニングした部分ネットワークに含まれる、
全ての株の遺伝子発現比（エタノール非存在下に対するエタノール存在下の割合）を
Fig. 5.3 に示した。図より、代表値の大きなもの（Fig. 5.2 赤線）には遺伝子発現比が高
いもの（Fig. 5.3 赤線）が確かに多く含まれ、代表値の小さなものについても同様に、
代表値が小さなものは遺伝子発現比も低いということが確認できた。 
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Fig. 5.1. 大腸菌の代謝ネットワーク上の全ての可能な部分ネット
ワークについて、主成分 1 に対する主成分負荷量の値を重みとし
て用いて算出された代表値の分布。黒線は代表値の大きさ上位 40
個および下位 40 個をスクリーニングした際の閾値を示す。 
 
Fig. 5.2. Fig. 5.1 においてスクリーニングした、代表値が大きい部
分ネットワーク上位 40 個（赤）または小さい下位 40 個（青）、お
よびそれ以外の範囲からランダムに選択した 40 個（黒）に含まれ
る各代謝反応の重みの値について、各部分ネットワークに含まれ
る代謝反応のデータ（w(i, j)の j=1,2,3,4）を線で連結して示した。
太線はそれぞれの平均値を示す。 
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Fig. 5.3. Fig. 5.2 に示した代表値が大きい部分ネットワーク 40 個
（赤）または小さい 40 個（青）、およびそれ以外の 40 個（黒）に
含まれる各代謝反応について、遺伝子発現比（エタノール非存在
下に対するエタノール存在下）を全ての株について示した。太線
はそれぞれのデータについての平均値を示している。 
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5.3.2 エタノールストレスの有無によって発現量が変化した代謝経路 
主成分 1 に対する負荷量を重みとして用いた際にスクリーニングできた部分ネット
ワークを Appendix Table 4,5 に示す。これらのうち代表的なものを Table 5.1 に示す。エ
タノールストレスによって発現量が上昇した部分ネットワークのうち特筆すべきもの
として、ペントースリン酸経路から核酸合成に至る経路（上から 1 つ目）および、ホス
ホエノールピルビン酸からリン酸転移反応と共役することによる核酸の修飾反応に関
わる遺伝子と代謝分子がスクリーニングできた。これらの遺伝子や代謝経路は、第 3 章
において行った機能分類によるスクリーニングによっては得られなかったものである。
その理由として考えられるのは、核酸合成に関与する機能カテゴリは比較的多くの遺伝
子（数十以上）を含んでいるため、それらの一部分のみがエタノールストレスによって
活性化するような場合には統計検定によって有意とならないということが考えられる。
また、ピルビン酸を中心とする TCA 回路上の分子や、ピルビン酸を前駆体とする有機
酸の生成に関わる遺伝子と代謝反応がスクリーニングできた。 
 エタノールストレスによって発現量が低下した部分ネットワークとしては、ヒスチジ
ンやアルギニンなどのアミノ酸の合成経路がスクリーニングできた。こうしたアミノ酸
の合成経路は第 3 章において行った機能分類によるスクリーニングによって発見され
たものと同一のものである。Table 5.1 からはこれに加え、ヒスチジンやアルギニンの合
成経路を含む部分ネットワークには、グルタミン酸によるアミノ基転移反応が含まれて
いることが明らかとなった。グルタミン酸はさまざまなアミノ酸の合成の際にアミノ基
の供与体として働くことが知られているが（Marcus and Halpern, 1969; Gelfand and 
Steinberg, 1977）、その中でもとりわけヒスチジンとアルギニン合成に関与するものがエ
タノールストレスによって発現量が低下するということが本結果から明らかとなった。 
 
 
5.3.3 親株とエタノール適応株とで発現量が変化した代謝経路 
 主成分 2 に対する負荷量を重みとして用いた際にスクリーニングできた部分ネット
ワークを Appendix Table 6,7 に示す。これらのうち代表的なものを Table 5.2 に示す。親
株に対してエタノール適応株において発現量が上昇した部分ネットワークには、分枝ア
ミノ酸（バリン、ロイシンなど）やトリプトファンの合成に関与するものが多くふくま
れていた。これらのアミノ酸は、第 3 章において行った機能分類によるスクリーニング
においても発見されたものである。またコリスミ酸を前駆体とするエンテロバクチンの
合成経路がスクリーニングされた。エンテロバクチンは細胞外の鉄イオンを効率よく取
り込むためのキレート剤として細胞外に分泌される分子であり（Braun V. and Braun M., 
2002）、機能分類によるスクリーニングにおいても鉄輸送に関与する遺伝子群としてス
クリーニングされている。Table 5.2 からは、これら分枝アミノ酸、トリプトファン、エ
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ンテロバクチンのいずれもがピルビン酸を起点として合成されることが明らかとなっ
た。 
 親株に対してエタノール適応株において発現量が低下した部分ネットワークには、ピ
ルビン酸を出発点とする TCA 回路上の代謝分子や、有機酸の合成経路がスクリーニン
グされた。これらの遺伝子群は機能分類によるスクリーニングでは得られなかった。ま
た、リポポリサッカライドとその原料となる糖類を含む遺伝子群についても、適応株に
おいて発現量が低下していた。リポポリサッカライド合成に関する機能カテゴリおよび
関連遺伝子（rfa遺伝子）は、第 3 章で行った解析においても得られたものであるが、
その前駆体である糖類の代謝に関わる遺伝子も適応株において発現量を低下させてい
たことに関しては、本章の解析によって新たに発見した知見である。 
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5.4 考察 
本章ではエタノールに対する応答、および適応によって生じた代謝レベルの変化を明
らかにするために、遺伝子の重みとして、第 3 章において実施した主成分分析により得
た、第一主成分（PC1）、および第二主成分（PC2）に対する各遺伝子の因子負荷量(loadings)
を用い、因子負荷量の値が大きな、または小さな遺伝子を多く含むような部分ネットワ
ークをスクリーニングした。 
 エタノールストレスによって発現量が上昇する遺伝子が多く含まれていた代謝経路
として、ペントースリン酸経路から核酸に至る合成経路をスクリーニング新規にスクリ
ーニングすることに成功した。しかしながら、エタノールストレスや他のアルコールス
トレス、その他の環境条件（高温、高浸透圧など）によるストレスを題材とした関連研
究において、こうした遺伝子群の発現が誘導されるという報告は現在までのところ存在
しない。しかしながら最近の研究で、大腸菌において増殖フェーズによって核酸の細胞
内プール量が変化するという報告がなされており（Buckstein et al., 2008）、ストレスに
よってもこのような核酸の細胞内プール量の変化という現象が起こることはあり得る。
本結果はエタノールストレスに対する細胞の応答として、何らかの理由で核酸合成を活
性化させている可能性があることを示唆している。また、スクリーニングした核酸合成
経路を含む部分ネットワークは nrdA, nrdDという遺伝子を含んでいた（Table 5.1 の上か
ら 3 つ目の部分ネットワーク）。これらの遺伝子はチオレドキシンの酸化還元反応と共
役し、核酸合成反応を行う遺伝子である。チオレドキシンは低分子量の酸化還元タンパ
ク質であり、酸化ストレスによって生じるフリーラジカルの補足などの役割を有するこ
とが知られている（Carmel-Harel and Storz, 2000）。そのため、合成された核酸ではなく、
チオレドキシンと共役して核酸を合成する反応を行うことそのものが、エタノールスト
レスに関与している可能性がある。また、ピルビン酸を中心とする TCA 回路上の分子
や、ピルビン酸を前駆体とする有機酸の生成に関わる遺伝子が、エタノールストレスに
よって発現量を上昇させることが明らかとなった。第 3 章においても議論したように、
イソブタノールストレスによって電子伝達系の機能が阻害されること（Brynildsen and 
Liao, 2009）、また電子伝達系の機能を阻害すると、中枢代謝経路の状態が大幅に変化し、
乳酸生産などの嫌気発酵を行うようになる（Vasiliy et al., 2010）ということが報告され
ている。本章の結果とこれらの関連研究を合わせて考えると、イソブタノールストレス
の場合と同様に、エタノールストレスによっても電子伝達系の阻害が引き起こされ、上
述した遺伝子群の発現変化は、これに付随して生じたものである可能性がある。 
 親株と比して適応株において発現量が上昇していたような経路において、分枝アミノ
酸、トリプトファン、エンテロバクチンの合成に関与する遺伝子の発現量が上昇してい
ることが明らかとなった、これらはいずれもピルビン酸を前駆体として合成されるもの
である。一方で、適応株において発現量が低下していたような経路として、ピルビン酸
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を含む有機酸の合成経路がスクリーニングされた。これらのことから、適応株において
は分枝アミノ酸などの物質の合成を活性化させると同時に、有機酸の合成を抑制すると
いう代謝変化が生じている可能性がある。このような、競合する経路の不活性化を伴う
ような代謝状態の変化が、エタノールストレスに対する適応の過程でどのようにして実
現され得るのかは明らかではないものの、この結果は、そのような代謝状態の合理的な
再編成の存在を示唆するものである。 
 
 
5.5 結言 
 本章では、代謝分子、代謝反応、代謝反応と酵素および遺伝子との対応関係を、デー
タベース KEGG より取得し、代謝分子 751 個、代謝反応 1185 個からなる大腸菌の代謝
ネットワークを構築することにより、大腸菌親株および適応株における遺伝子発現デー
タの代謝ネットワーク構造に着目した解析を行った。この際、遺伝子の重みとして、第
3 章において実施した主成分分析により得た、エタノールストレスに対する応答と考え
られる第一主成分（PC1）、および適応による遺伝子発現の変化と考えられる第二主成
分（PC2）に対する各遺伝子の因子負荷量(loadings)を用いることで、エタノールに対す
る応答、および適応によって生じた代謝レベルの変化を明らかにすることを試みた。そ
の結果、第 3 章で行った機能分類による手法では得られなかったような知見を新たに得
ることができた。たとえば、エタノールストレスによる核酸合成の活性化、電子伝達系
の機能阻害による代謝状態の変化などを示唆するような結果が得られた。また親株と適
応株の比較により、適応株はアミノ酸の合成を活性化させると同時に、競合する経路で
ある有機酸の合成を不活性化することで、アミノ酸の合成に注力している可能性がある
ということが遺伝子発現レベルで示唆された。 
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第 6章 結論 
 
6.1 結果のまとめ 
 本研究では、進化工学の 1 手法である長期植え継ぎ系を用いて、エタノールストレス
耐性株の取得と、網羅的手法を用いたその株と親株との比較により、エタノールストレ
ス耐性に関与する情報や、エタノールストレス耐性株を育種するための情報を得るため
に、研究を行った。物質生産にも広く使用されているモデル生物である大腸菌を用い、
試験管による長期植え継ぎ培養系によってエタノールストレスに対して大腸菌を適応
させることによりストレス適応株を取得し、親株および適応株の解析を行った。本論文
で述べた結果を以下で簡単にまとめる。 
 第 2 章では、エタノールストレス環境下における長期植え継ぎ培養と、エタノール適
応株の取得について述べた。これらの株は、親株は生育することができないような濃度
のエタノール条件下においても増殖することができた。また、これらの株をストレス非
存在下において長期間培養しても、エタノールストレス環境下における高い比増殖速度
を失わないということが明らかとなった。 
 第 3 章では、上述のようにして得た適応株 6 株と親株の、エタノール非存在下および
存在下における遺伝子発現解析について述べた。これらの遺伝子発現データセットを主
成分分析に供することにより、ストレスの有無による発現量の相違や、エタノールに対
する適応による発現量の変化を切り分けることができた。このような主成分に対して大
きく寄与する遺伝子をスクリーニングし、それらにどのような遺伝子機能を持つものが
多く含まれているかを、遺伝子機能データベースを援用して解析した。得られた結果の
一例として、エタノール適応株は親株と比較し、トリプトファン合成、ヒスチジン合成、
分枝アミノ酸合成、鉄イオン輸送に関与する遺伝子群の発現量が上昇していたことが明
らかとなった。また、これらのアミノ酸を培地中への添加は、親株のストレス存在下に
おいてのみ比増殖速度を上昇させたことから、これらのアミノ酸はエタノールストレス
耐性に関与することが明らかとなった。また鉄イオン輸送に関与する遺伝子群の発現量
の変化などから、エタノールストレスに対する応答や長期培養実験の過程において、酸
化還元バランスの変化に起因する代謝レベルの変化が生じていることが示唆された。 
 第 4 章では、代謝経路についてのデータベースの利用による代謝ネットワーク構造に
着目した遺伝子のスクリーニング手法の構築について述べた。これにより、遺伝子発現
量が変化しているような遺伝子が集中しているような代謝経路を網羅的かつ定量的に
スクリーニングすることが可能となった。この手法によって、遺伝子機能分類による手
法よりも、代謝経路に関する情報を高解像度で取得できることが、ラガービール醸造に
用いられるラガービール酵母のマイクロアレイデータの解析により明らかとなった。 
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 第 5 章では、第 4 章で構築した代謝ネットワーク構造に着目した手法を用いた解析に
よる、エタノールストレスに対する応答および長期培養実験の過程で生じた代謝レベル
での変化について述べた。解析により、ピルビン酸を中心とする TCA 回路近傍の代謝
反応に関わる遺伝子の発現量が、エタノールストレスの有無や、適応株と親株の比較に
おいて変化していることが明らかとなった。この結果は、第 3 章において推察されたよ
うな細胞内酸化還元状態の変化と対応するものであり、エタノールストレスが引き起こ
した現象が代謝状態の変化という観点から明らかになった。また、エタノール適応株は
アミノ酸などの物質の合成を活性化させるとともに、競合する経路である有機酸の合成
を不活性化させていることが遺伝子発現のレベルで示唆された。 
以上の研究結果を踏まえ、本研究によって得た結果が、エタノールストレスに対する
応答や耐性付与に関してどのように寄与することができるかを述べる。また、実用的エ
タノール生産に対してどのように寄与することができるかを述べる。さらに、本研究で
為し得なかった点、本研究を今後どのように発展させることが可能かなどをまとめ、今
後の展望として述べた。 
 
6.2 エタノールストレスへの応答や耐性付与、エタノール生産に対
する本研究の寄与 
 本研究は、進化工学的手法と網羅的発現解析を組み合わせることにより、大腸菌のエ
タノール耐性に関与する情報を取得することを試みた。大腸菌だけでなく酵母など他の
微生物種においても、本研究以外にも、エタノール耐性を題材とした研究はなされてい
るが、エタノールに対する耐性の詳細な分子機構の解明には至っていない。エタノール
以外のストレスについては、たとえば大腸菌の酸に対する応答についての研究は進んで
おり、どういった分子機構により大腸菌が酸ストレスに対して応答するか、その分子機
構はどのような遺伝子などの構成要素により制御されているかが明らかにされている
（Richard and Foster, 2004）。任意の菌株に対して確実にエタノール耐性を付与したり、
より高い耐性を付与させるためにも、エタノール耐性メカニズムの理解は重要な課題で
あると言える。現在までその解明に至っていないことの理由として考えられるのは、エ
タノールストレスが細胞に対して多面的な影響を及ぼすからであると考えられる。エタ
ノールは両親媒性質分子であるため、疎水部が細胞膜（真核生物の場合はこれに加え細
胞内マトリクスと細胞質とを隔てる膜）に溶け込むことで膜の透過性を変化させ、膜内
外の物質の濃度勾配に対して撹乱を与える。加えてエタノールは、細胞内のタンパク質
の分子内相互作用に影響を及ぼし、その活性を変化させたり変性させる。これにより物
質の代謝や輸送、シグナル伝達など様々なレベルの撹乱が生じる（Chung et al., 2006）。
このような多面的な影響に対しては、応答機構もまた多面的になり得ると考えられる。
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エタノールではないものの、同じアルコールである n-ブタノールを題材とした研究では、
n-ブタノールによって様々な様相の応答が観察されることが明らかにされている。たと
えば熱ショック応答によって引き起こされる遺伝子群や、酸化ストレス応答に関与する
遺伝子群、膜ストレスに関与する遺伝子群などが n-ブタノールによって活性化する
（Rutherford et al., 2010）。 
 このように、エタノールストレスは大腸菌に多面的な影響を及ぼし、耐性を付与する
ための方策もまた、多面的なものである可能性がある。本研究で行った遺伝子発現解析
は、エタノールによって引き起こされる応答、およびエタノールに対して耐性を有する
ために必要な要素の両面について、関連すると思われる構成要素を網羅的にスクリーニ
ングすることに成功した。たとえば本研究では第 3 章の結果により、いくつかのアミノ
酸の合成に関わる遺伝子の適応株における活性化、および、これらのアミノ酸の添加に
よるエタノール存在下における比増殖速度の上昇が明らかとなり、これらのアミノ酸が
エタノールストレス耐性と関与することが示唆された。しかしながら、これらのアミノ
酸がどのような理由によりエタノール耐性を付与するかは依然として不明である。たと
えば、これらのアミノ酸そのものがエタノール耐性に関与するのか、これらのアミノ酸
を前駆体として生成される物質が関与するのかは不明である。しかしながら、アミノ酸
をはじめとする低分子化合物が細胞内に蓄積されることでストレス耐性が付与される
という報告は存在する。たとえば大腸菌において、浸透圧ストレスに対して細胞内外の
浸透圧の差を緩和するために、ある種のアミノ酸などの低分子化合物を細胞内に貯蔵す
ることが効果的である（Wood, 1988; Lucht and Bremer, 1994）ことが知られていたり、環
状構造を有するアミノ酸またはその類似化合物が、細胞内のフリーラジカルに対する抗
酸化剤として機能するといった例（Simic et al., 1989; Reiter et al., 1999）が報告されてい
る。いずれにせよ、本研究によって見出したアミノ酸を対象としてさらなる研究を行う
ことで、耐性機構が明らかとなれば、それを他の菌株などに応用したり、それをさらに
改善する、といった育種の手がかりを得ることができるようになると考えられる。 
 また、上述のようなアミノ酸以外についても、本研究の実施により、エタノールスト
レスとの関係性が示唆された。たとえば第 5 章において見出した核酸合成や中央代謝経
路の変化、および第 3 章において得た多数の機能カテゴリなどがそうである。もちろん、
これらの物質や機能が実際にエタノールストレスに関与しているかどうか、といった点
の検証が必要である。しかしながら本研究では、エタノールストレスに関与する可能性
がある候補として、これらの物質や機能を抽出することができたと言える。今後行われ
る、ストレスなどを題材とした研究により、こうした物質や機能がスクリーニングされ
ることがあった場合、こうした物質や機能がストレスに関与するという公算がより大き
くなると言える。 
このように、本研究で得た知見を基盤とし、さらに詳細な研究が行われることで、エ
タノール耐性の分子生物学的な機構についての理解へと至ることができると考えられ
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る。一方で、微生物によるエタノール生産は既に実用レベルで行われている。こうした、
すでに実施されているエタノール生産に対して、本研究によって得た成果がどのように
寄与するのかを述べる。 
エタノール存在下における比増殖速度の上昇は、培養期間短縮によるコスト低下に貢
献すると考えられる。高濃度エタノールにおける増殖能は、粗培養液の終エタノール濃
度（収量）を上昇させ、精製のコストも低下させる。これらが実際のプラントでどの程
度のコスト減をもたらすかは、プラントの規模や各種条件に依るので精査することは難
しい。しかし本研究で得たエタノール耐性菌の耐性レベルは、実用的にも用いられるエ
タノール耐性大腸菌（Yomano et al., 1998; Okuda et al., 2008; 特表 2010-500026.）に匹敵
するものである。本研究で得たエタノール適応株の親株は野生型株であり、工業的に用
いられるようなエタノール生産大腸菌株とは異なるため、本研究で得た株をそのまま工
業的に用いることはできない。しかしながら、本研究によって得た知見（イソロイシン
などのアミノ酸合成がエタノール耐性をもたらす）、および本研究を今後さらに発展さ
せて得られる新規知見を既存のエタノール耐性菌に適用することで、さらに耐性の高い
菌を構築することができると考えられる。 
 エタノール生産においては大腸菌ではなく、より優れたエタノール耐性を有する酵母
が用いられる場合がある。しかしながら、野生型の酵母は五単糖を資化する能力を有し
ていない。最近になって酵母に五単糖資化能を付与させるための研究がさかんに行われ
ている（Jeffries and Shi, 1999; Hahn-Hägerdal et al., 2007; Matsushika et al., 2009）。一方で大
腸菌は、この五単糖を資化する能力を有するという点はもとより、比増殖速度そのもの
が酵母よりも大きいという利点もあるため、酵母と大腸菌はそれぞれ、高いエタノール
耐性と、高い比増殖速度という異なる長所を有するといえる。これらのことから実用的
なエタノール生産の場ではしばしば、酵母と大腸菌など複数種の微生物の共培養による
エタノール生産が行われている（Taniguchi et al., 1997; Qian et al., 2006; Okuda et al., 
2008）。木質系バイオマス由来の原料は五単糖と六単糖の両方を含むため、このような
酵母と大腸菌の共培養においては、大腸菌がまず五単糖を消費しつつ増殖し、五単糖が
枯渇した後に酵母が優勢になるというものである。このようなことから、エタノール耐
性という観点だけでは大腸菌は酵母よりも劣る点があるとはいえ、大腸菌のエタノール
耐性研究にも大きな実用的価値があり、本研究、および本研究を基盤とするさらなる研
究はその価値をさらに高めるような知見をもたらすと考えられる。 
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6.3 今後の展望 
 本研究では、マイクロアレイ技術を用いて適応株と親株の比較を行った。近年の技術
の発展は、マイクロアレイ技術によるトランスクリプトーム以外にも、様々な階層を解
析できるオミックス技術が数多く登場している。これらを適用することで、適応株に生
じた表現型変化を、より詳細に解析することができ、エタノール耐性を獲得したメカニ
ズムを理解することができるようになるのではないかと考えられる。たとえば、第 5 章
の結果から、エタノール適応株はその代謝状態を合理的に変化させていることが遺伝子
発現レベルで示唆された。近年になって細胞内代謝物質や、代謝反応の流量の測定技術
が進歩しており（Tang et al., 2009; Krone et al., 2010）、これらの手法の適用により、適応
株の代謝レベルで生じた変化をより詳細に解析することができると考えられる。 
 次世代シーケンサーなど登場により、適応株の表現型にとどまらず、その遺伝型を全
ゲノムレベルで解析できるようになってきた。これにより、長期適応実験において生じ
た変異を同定することができれば、その耐性獲得のメカニズムがたとえ不明のままであ
っても、実用株に対して耐性を付与させることが直接的に行える。また、同定した変異
を 1 つずつ親株に導入し、その効果を解析することにより、適応株に生じた変化を解析
することが可能であろう。また、本研究で用いた長期植え継ぎ培養系は、変異原を用い
る変異育種と異なり自然変異率による長期の適応実験であるため、有用な変異が生じた
時に、偶然同時に不要な変異または有害な変異が発生すると、それらも固定されるとい
う頻度が低く、全ゲノム変異解析に供する際に、有効でない変異が入りにくいため、耐
性をもたらす変異を同定しやすいという利点がある。 
 本研究で示した適応進化を利用した育種法は、さらなる発展が可能であるようにデザ
インされている。たとえば本研究では適応実験終了後（2500 時間後）と親株の 2 点で
の比較を行ったが、長期培養実験中は 1 週間に 2 回の頻度で、培養中の菌株を冷凍保存
しており、適応過程の解析を行うことで、さらなる情報を取得できる可能性がある。た
とえば適応株が示した情報（アミノ酸合成経路の遺伝子発現の上昇など）が、適応過程
で徐々に起っているのであれば、耐性に関与する情報を取得するためには 2500 時間も
の培養実験を行うまでもない、ということがわかる。すなわち、短～中期間の培養実験
を行い、その発現解析の結果からアミノ酸合成経路の発現量の上昇が予測可能であれば、
実験期間の短縮が可能であるということである。 
また、本研究ではエタノール濃度を一定にして長期培養実験を行ったが、段階的にス
トレス物質の濃度を上昇させることで、より高いストレスに対して適応するような株を
得ることが可能である。実際にそのようにして、濃度を徐々に上昇させていくような長
期培養の実験系は、高温ストレス（Kishimoto et al., 2010）やコハク酸（Kwon et al., 2010）
などで成功しており、エタノールでも実現可能性が高いと思われる。 
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さらに、本研究で用いた長期培養実験による適応現象を利用した育種方法は、対象と
する物質や生物種についても、エタノールや大腸菌に限定されないものである。適応現
象は進化能という生物が一般的に有する能力を利用したものであり、大腸菌にとどまら
ず他の生物を用いることも可能である。たとえばエタノールストレスに対してより高い
耐性を付与するために、実験室酵母を進化させるという試みが既に成功している（Dinh 
et al., 2008; 2009）。また、エタノール以外の物質についても、最近では、より燃料とし
ての化学的性質が優れたブタノールやプロパノールなどの高級アルコールが注目され
つつある（Dürre, 2007; Yan and Liao, 2009）。しかし、このような高級アルコールは、エタ
ノールよりも細胞毒性が高いことから、こうした物質に対する耐性菌の育種が期待され
ている。これらの物質に関する耐性の研究は、実験室株を用いてこうした物質を曝露し
たときの応答を解析するという研究が最近になって報告された段階であり（Brynildsen 
and Liao, 2009; Rutherford et al., 2010）、途上であるといえる。本提案手法はこうした物質
に対しても有効に機能すると考えられる。またイソブタノールストレスは電子伝達系の
機能阻害を引き起こすことが示唆されている（Brynildsen and Liao, 2009; Vasiliy et al., 
2010）。本研究により、エタノールストレスにおいても同様に、電子伝達系の機能阻害
を引き起こすことが示唆された。このことは、エタノールストレスに関する研究により
得られた知見がイソブタノールストレスに対しても応用できる可能性があることを示
しており、エタノールという低分子量のアルコールに関する研究と、より高分子量のア
ルコール種に関する研究との関連性、および両者の発展という新たな展開への足がかり
となるものである。 
 このように、生物の適応現象を基盤とした進化工学と網羅的手法を組み合わせること
による育種手法は、本研究が直接示した成果にとどまらず、さらに広範にわたって適用
可能な強力なツールたり得ると考えられ、微生物を用いた物質生産に大きく貢献する可
能性を秘めていると言える。 
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伝
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Ad
en
yly
lsu
lfa
te 
3-
Ph
os
ph
oa
de
ny
lyl
 su
lfa
te 
Su
lfit
e 
Hy
dro
ge
n s
ulf
ide
 
ME
T3
 
ME
T1
4 
ME
T2
2 
ME
T1
6 
ME
T1
0 
UD
P-
D-
ga
lac
to
se
 
D-
Gl
uc
os
e 1
-p
ho
sp
ha
te 
St
arc
h 
Am
ylo
se
 
GA
L1
0 
GA
L7
 
GP
H1
 
GD
B1
 
Ad
en
yly
lsu
lfa
te 
3-
Ph
os
ph
oa
de
ny
lyl
 su
lfa
te 
Su
lfit
e 
O-
Ac
et
yl-
L-
ho
mo
s
eri
ne
 
ME
T3
 
ME
T1
4 
ME
T2
2 
ME
T1
6 
ME
T1
7 
Su
lfit
e 
3-
Ph
os
ph
oa
de
ny
lyl
 su
lfa
te 
Ad
en
yly
lsu
lfa
te 
P1
,P4
-B
is(
5-
ad
en
os
yl)
 te
tra
ph
os
ph
ate
 
ME
T1
0 
ME
T1
6 
ME
T1
4 
ME
T2
2 
AP
A1
 
AP
A2
 
Ad
en
yly
lsu
lfa
te 
3-
Ph
os
ph
oa
de
ny
lyl
 su
lfa
te 
Su
lfit
e 
O-
Ac
et
yl-
L-
se
rin
e 
ME
T3
 
ME
T1
4 
ME
T2
2 
ME
T1
6 
ME
T1
7 
YG
R0
12
W 
UD
P-
D-
ga
lac
to
se
 
UD
Pg
luc
os
e 
Am
ylo
se
 
D-
Gl
uc
os
e 
1-
ph
os
ph
ate
 
GA
L7
 
GA
L1
0 
GS
Y1
 
GS
Y2
 
GP
H1
 
alp
ha
-D
-G
ala
cto
se
 
1-
ph
os
ph
ate
 
D-
Gl
uc
os
e 1
-p
ho
sp
ha
te 
St
arc
h 
Am
ylo
se
 
GA
L1
 
GA
L3
 
GA
L7
 
GP
H1
 
GD
B1
 
UD
P-
D-
ga
lac
to
se
 
UD
Pg
luc
os
e 
Am
ylo
se
 
St
arc
h 
GA
L7
 
GA
L1
0 
GS
Y1
 
GS
Y2
 
GD
B1
 
UD
P-
D-
ga
lac
to
se
 
UD
Pg
luc
os
e 
D-
Gl
uc
os
e 1
-p
ho
sp
ha
te 
St
arc
h 
GA
L7
 
GA
L1
0 
UG
P1
 
YH
L0
12
W 
GP
H1
 
Am
ylo
se
 
St
arc
h 
D-
Gl
uc
os
e 1
-p
ho
sp
ha
te 
UD
P-
D-
ga
lac
to
se
 
GS
Y1
 
GS
Y2
 
GD
B1
 
GP
H1
 
GA
L7
 
Am
ylo
se
 
D-
Gl
uc
os
e 1
-p
ho
sp
ha
te 
UD
Pg
luc
os
e 
alp
ha
-D
-G
ala
cto
se
 
1-
ph
os
ph
ate
 
GD
B1
 
GP
H1
 
UG
P1
 
YH
L0
12
W 
GA
L7
 
alp
ha
-D
-G
ala
cto
se
 
1-
ph
os
ph
ate
 
D-
Ga
lac
to
se
 
Me
lib
ios
e 
Ra
ffin
os
e 
GA
L7
 
GA
L1
 
GA
L3
 
MA
L1
2 
MA
L3
2 
FP
S2
 
YG
R2
87
C 
YIL
17
2C
 
YJ
L2
16
C 
YO
L1
57
C 
SU
C2
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alp
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-D
-G
ala
cto
se
 
1-
ph
os
ph
ate
 
UD
P-
D-
ga
lac
to
se
 
UD
Pg
luc
os
e 
Am
ylo
se
 
GA
L1
 
GA
L3
 
GA
L7
 
GA
L1
0 
GS
Y1
 
GS
Y2
 
St
arc
h 
Am
ylo
se
 
UD
Pg
luc
os
e 
UD
P-
D-
ga
lac
to
se
 
GP
H1
 
GD
B1
 
GS
Y1
 
GS
Y2
 
GA
L1
0 
UD
P-
D-
ga
lac
to
se
 
alp
ha
-D
-G
ala
cto
se
 1-
ph
os
ph
ate
 
D-
Ga
lac
tos
e 
D-
Gl
uc
os
e 
GA
L1
0 
GA
L7
 
GA
L1
 
GA
L3
 
MA
L1
2 
MA
L3
2 
FP
S2
 
YG
R2
87
C 
YIL
17
2C
 
YJ
L2
16
C 
YO
L1
57
C 
alp
ha
-D
-G
ala
cto
se
 
1-
ph
os
ph
ate
 
UD
Pg
luc
os
e 
Am
ylo
se
 
D-
Gl
uc
os
e 
1-
ph
os
ph
ate
 
GA
L1
 
GA
L3
 
GA
L7
 
GS
Y1
 
GS
Y2
 
GP
H1
 
UD
Pg
luc
os
e 
D-
Gl
uc
os
e 1
-p
ho
sp
ha
te 
alp
ha
-D
-G
ala
cto
se
 
1-
ph
os
ph
ate
 
D-
Ga
lac
to
se
 
GA
L1
0 
UG
P1
 
YH
L0
12
W 
GA
L7
 
GA
L1
 
GA
L3
 
UD
Pg
luc
os
e 
UD
P-
D-
ga
lac
to
se
 
D-
Gl
uc
os
e 1
-p
ho
sp
ha
te 
St
arc
h 
TP
S1
 
TP
S2
 
TP
S3
 
TS
L1
 
GA
L1
0 
GA
L7
 
GP
H1
 
UD
Pg
luc
os
e 
D-
Gl
uc
os
e 1
-p
ho
sp
ha
te 
St
arc
h 
Am
ylo
se
 
GA
L1
0 
UG
P1
 
YH
L0
12
W 
GP
H1
 
GD
B1
 
UD
P-
D-
ga
lac
to
se
 
D-
Gl
uc
os
e 1
-p
ho
sp
ha
te 
alp
ha
-D
-G
luc
os
e 
6-
ph
os
ph
ate
 
be
ta-
D-
Fr
uc
tos
e 
GA
L1
0 
GA
L7
 
PG
M1
 
PG
M2
 
YM
R2
78
W 
SU
C2
 
alp
ha
-D
-G
ala
cto
se
 
1-
ph
os
ph
ate
 
UD
Pg
luc
os
e 
D-
Gl
uc
os
e 1
-p
ho
sp
ha
te 
St
arc
h 
GA
L1
 
GA
L3
 
GA
L7
 
UG
P1
 
YH
L0
12
W 
GP
H1
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Am
ylo
se
 
UD
Pg
luc
os
e 
alp
ha
-D
-G
ala
cto
se
 
1-
ph
os
ph
ate
 
D-
Ga
lac
to
se
 
GD
B1
 
GS
Y1
 
GS
Y2
 
GA
L7
 
GA
L1
 
GA
L3
 
UD
P-
D-
ga
lac
to
se
 
D-
Gl
uc
os
e 1
-p
ho
sp
ha
te 
St
arc
h 
alp
ha
-D
-G
luc
os
e 
GA
L1
0 
GA
L7
 
GP
H1
 
BS
C1
 
SG
A1
 
MU
C1
 
Am
ylo
se
 
D-
Gl
uc
os
e 1
-p
ho
sp
ha
te 
UD
Pg
luc
os
e 
alp
ha
,al
ph
a-
Tr
eh
alo
se
 6-
ph
os
ph
ate
 
GD
B1
 
GP
H1
 
GA
L7
 
TP
S1
 
TP
S2
 
TP
S3
 
TS
L1
 
alp
ha
-D
-G
ala
cto
se
 
1-
ph
os
ph
ate
 
UD
P-
D-
ga
lac
to
se
 
UD
Pg
luc
os
e 
alp
ha
,al
ph
a-
Tr
eh
alo
se
 6-
ph
os
ph
ate
 
GA
L1
 
GA
L3
 
GA
L7
 
GA
L1
0 
TP
S1
 
TP
S2
 
TP
S3
 
TS
L1
 
be
ta-
D-
Fr
uc
tos
e 
alp
ha
-D
-G
luc
os
e 
be
ta-
D-
Gl
uc
os
e 
be
ta-
D-
Gl
uc
os
e 
6-
ph
os
ph
ate
 
SU
C2
 
MA
L1
2 
MA
L3
2 
FP
S2
 
YG
R2
87
C 
YIL
17
2C
 
YJ
L2
16
C 
YO
L1
57
C 
GA
L1
0 
GL
K1
 
HX
K1
 
HX
K2
 
2-
Ac
eto
lac
tat
e 
2,3
-D
ihy
dro
xy
-3
-m
eth
ylb
uta
no
ate
 
3-
Me
thy
l-2
-o
xo
bu
tan
oa
t
e 
L-
Va
lin
e 
ILV
2 
ILV
6 
ILV
5 
ILV
3 
BA
T1
 
BA
T2
 
D-
Gl
uc
os
e 1
-p
ho
sp
ha
te 
UD
Pg
luc
os
e 
Am
ylo
se
 
St
arc
h 
GA
L7
 
UG
P1
 
YH
L0
12
W 
GS
Y1
 
GS
Y2
 
GD
B1
 
alp
ha
-D
-G
ala
cto
se
 
1-
ph
os
ph
ate
 
D-
Gl
uc
os
e 1
-p
ho
sp
ha
te 
alp
ha
-D
-G
luc
os
e 
6-
ph
os
ph
ate
 
be
ta-
D-
Fr
uc
tos
e 
GA
L1
 
GA
L3
 
GA
L7
 
PG
M1
 
SU
C2
 
(S
)-M
ala
te 
Py
ruv
ate
 
L-
Se
rin
e 
CD
Pd
iac
ylg
lyc
ero
l 
FU
M1
 
MA
E1
 
CH
A1
 
CH
O1
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S-
Ad
en
os
yl-
L-
me
thi
o
nin
e 
S-
Ad
en
os
yl-
L-
ho
mo
cy
s
te
ine
 
Ad
en
ine
 
Ad
en
os
ine
 
Ino
sin
e 
ch
eR
 
pfs
 
de
oD
 
ad
d 
Py
ruv
ate
 
Ph
os
ph
oe
no
lpy
ruv
ate
 
ID
P 
Cy
tid
ine
 
Ur
idi
ne
 
pp
s 
py
kF
 
ud
k 
cd
d 
Py
ruv
ate
 
Ph
os
ph
oe
no
lpy
ruv
ate
 
ID
P 
Cy
tid
ine
 
Cy
to
sin
e 
pp
s 
py
kF
 
ud
k 
rih
B 
Py
ruv
ate
 
Ph
os
ph
oe
no
lpy
ruv
ate
 
D-
Er
yth
ros
e 
4-
ph
os
ph
ate
 
Gl
yc
ero
ne
 ph
os
ph
ate
 
Gl
yc
ero
ne
 
pp
s 
aro
G 
fba
B 
ph
oA
 
Py
ruv
ate
 
Ph
os
ph
oe
no
lpy
ruv
ate
 
dG
DP
 
Th
ior
ed
ox
in 
Ox
idi
ze
d t
hio
red
ox
in 
pp
s 
py
kF
 
nrd
A 
nrd
D 
Py
ruv
ate
 
(2R
)-2
-H
yd
rox
y-
3-
(ph
o
sp
ho
no
ox
y)-
pro
pa
na
l 
2-
De
ox
y-
D-
rib
os
e 
5-
ph
os
ph
ate
 
2-
De
ox
y-
D-
rib
os
e 1
-p
ho
sp
ha
te 
Gu
an
ine
 
dg
oA
 
de
oC
 
de
oB
 
de
oD
 
Gl
yc
ine
 
Gl
uta
th
ion
e 
Fo
rm
ate
 
Py
ruv
ate
 
Ph
os
ph
oe
no
lpy
ruv
ate
 
gs
hB
 
frm
B 
yb
iW
 
pp
s 
Gl
yc
ine
 
L-
Cy
ste
ine
 
Me
rca
pto
py
ruv
ate
 
Py
ruv
ate
 
Ph
os
ph
oe
no
lpy
ruv
ate
 
pe
pN
 
as
pC
 
ss
eA
 
pp
s 
Gl
yc
ine
 
Te
tra
hy
dro
fol
ate
 
Fo
rm
ate
 
Py
ruv
ate
 
Ph
os
ph
oe
no
lpy
ruv
ate
 
gly
A 
pu
rU
 
yb
iW
 
pp
s 
UD
P-
N-
ac
ety
l-D
-g
luc
os
am
ine
 
Ph
os
ph
oe
no
lpy
ruv
ate
 
Py
ruv
ate
 
(2R
)-2
-H
yd
rox
y-
3-
(ph
os
ph
on
oo
xy
)-p
r
op
an
al 
3-
Ph
os
ph
o-
D-
gly
ce
roy
l 
ph
os
ph
ate
 
mu
rA
 
pp
s 
dg
oA
 
ga
pA
 
Fo
rm
ate
 
Py
ruv
ate
 
(2R
)-2
-H
yd
rox
y-
3-
(ph
o
sp
ho
no
ox
y)-
pro
pa
na
l 
Gl
yc
ero
ne
 ph
os
ph
ate
 
Gl
yc
ero
ne
 
yb
iW
 
dg
oA
 
ga
tY
 
ph
oA
 
Th
iam
in 
dip
ho
sp
ha
te 
Py
ruv
ate
 
(2R
)-2
-H
yd
rox
y-
3-
(ph
o
sp
ho
no
ox
y)-
pro
pa
na
l 
Gl
yc
ero
ne
 ph
os
ph
ate
 
Gl
yc
ero
ne
 
ac
eE
 
dg
oA
 
ga
tY
 
ph
oA
 
Ph
os
ph
oe
no
lpy
ruv
ate
 
Py
ruv
ate
 
Fo
rm
ate
 
2-
Am
ino
-4
-h
yd
rox
y-
6-
(er
yth
ro-
1,2
,3-
t
rih
yd
rox
yp
rop
yl)
dih
yd
rop
te
rid
ine
 
tri
ph
os
ph
ate
 
2-
Am
ino
-4
-h
yd
rox
y-
6-
(D
-e
ryt
hro
-1
,2,
3-
tri
hy
dro
xy
pro
py
l)-
7,8
-d
ihy
dro
pte
rid
ine
 
pp
s 
yb
iW
 
fol
E 
ph
oA
 
Ph
os
ph
oe
no
lpy
ruv
ate
 
Py
ruv
ate
 
Fo
rm
ate
 
Te
tra
hy
dro
fol
ate
 
3-
Me
thy
l-2
-o
xo
bu
tan
oa
te 
pp
s 
yb
iW
 
fol
D 
pa
nB
 
Ph
os
ph
oe
no
lpy
ruv
ate
 
Py
ruv
ate
 
L-
Tr
yp
to
ph
an
 
(2R
)-2
-H
yd
rox
y-
3-
(ph
os
ph
on
oo
xy
)-p
r
op
an
al 
D-
Ta
ga
tos
e 1
,6-
bis
ph
os
ph
ate
 
pp
s 
tna
A 
trp
A 
ga
tY
 
Ph
os
ph
oe
no
lpy
ruv
ate
 
Py
ruv
ate
 
(R
)-L
ac
tat
e 
Gl
uta
th
ion
e 
Ha
lid
e 
pp
s 
ldh
A 
glo
B 
gs
t 
Ph
os
ph
oe
no
lpy
ruv
ate
 
Py
ruv
ate
 
L-
Gl
uta
ma
te 
4-
Am
ino
bu
tan
oa
te 
L-
His
tid
ine
 
pp
s 
trp
D 
ga
dB
 
pe
pD
 
Ph
os
ph
oe
no
lpy
ruv
ate
 
Py
ruv
ate
 
L-
Gl
uta
ma
te 
be
ta-
Ala
nin
e 
L-
His
tid
ine
 
pp
s 
trp
D 
pu
uE
 
pe
pD
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Ph
os
ph
oe
no
lpy
ruv
ate
 
Py
ruv
ate
 
(2R
)-2
-H
yd
rox
y-
3-
(ph
o
sp
ho
no
ox
y)-
pro
pa
na
l 
D-
Fr
uc
tos
e 6
-p
ho
sp
ha
te 
D-
Fr
uc
tos
e 1
,6-
bis
ph
os
ph
ate
 
pp
s 
dg
oA
 
tkt
B 
pfk
B 
Ph
os
ph
oe
no
lpy
ruv
ate
 
Py
ruv
ate
 
(2R
)-2
-H
yd
rox
y-
3-
(ph
o
sp
ho
no
ox
y)-
pro
pa
na
l 
Gl
yc
ero
ne
 ph
os
ph
ate
 
Me
thy
lgl
yo
xa
l 
pp
s 
dg
oA
 
fba
B 
mg
sA
 
Ph
os
ph
oe
no
lpy
ruv
ate
 
Py
ruv
ate
 
(2R
)-2
-H
yd
rox
y-
3-
(ph
o
sp
ho
no
ox
y)-
pro
pa
na
l 
D-
Rib
os
e 5
-p
ho
sp
ha
te 
Ad
en
ine
 
pp
s 
dg
oA
 
tkt
B 
am
n 
Ph
os
ph
oe
no
lpy
ruv
ate
 
Py
ruv
ate
 
2,3
-D
ihy
dro
-2
,3-
dih
yd
ro
xy
be
nz
oa
te 
2,3
-D
ihy
dro
xy
be
nz
oa
te 
(2,
3-
Dih
yd
rox
yb
en
zo
yl)
ad
en
yla
t
e 
pp
s 
en
tB
 
en
tA
 
en
tE 
L-
Tr
yp
to
ph
an
 
Py
ruv
ate
 
Ph
os
ph
oe
no
lpy
ruv
ate
 
ID
P 
D-
Fr
uc
tos
e 6
-p
ho
sp
ha
te 
tna
A 
pp
s 
py
kF
 
pfk
B 
ID
P 
Ph
os
ph
oe
no
lpy
ruv
ate
 
Py
ruv
ate
 
L-
Tr
yp
to
ph
an
 
L-
Tr
yp
to
ph
an
yl-
tR
NA
(T
rp)
 
py
kF
 
pp
s 
tna
A 
trp
S 
ID
P 
Ph
os
ph
oe
no
lpy
ruv
ate
 
Py
ruv
ate
 
2,3
-D
ihy
dro
-2
,3-
dih
yd
rox
yb
en
zo
ate
 
2,3
-D
ihy
dro
xy
be
nz
oa
te 
py
kF
 
pp
s 
en
tB
 
en
tA
 
ID
P 
Ur
idi
ne
 
D-
Rib
os
e 1
-p
ho
sp
ha
te 
Ad
en
os
ine
 
Ino
sin
e 
ud
k 
ud
p 
de
oD
 
ad
d 
Gl
yc
ero
ne
 ph
os
ph
ate
 
(2R
)-2
-H
yd
rox
y-
3-
(ph
o
sp
ho
no
ox
y)-
pro
pa
na
l 
Py
ruv
ate
 
dG
DP
 
Th
ior
ed
ox
in 
ga
tY
 
dg
oA
 
py
kF
 
nrd
A 
Gl
yc
ero
ne
 ph
os
ph
ate
 
D-
Ta
ga
tos
e 
1,6
-b
isp
ho
sp
ha
te 
ID
P 
Py
ruv
ate
 
(S
)-M
ala
te 
ga
tY
 
pfk
B 
py
kF
 
sfc
A 
D-
Rib
os
e 5
-p
ho
sp
ha
te 
Ad
en
ine
 
Hy
po
xa
nth
ine
 
Ino
sin
e 
Ad
en
os
ine
 
am
n 
ad
e 
de
oD
 
ad
d 
5-
Ph
os
ph
o-
alp
ha
-D
-ri
bo
se
 1-
dip
ho
sp
ha
te 
Hy
po
xa
nth
ine
 
Ad
en
ine
 
Ad
en
os
ine
 
Ino
sin
e 
hp
t 
ad
e 
de
oD
 
ad
d 
(S
)-M
ala
te 
Py
ruv
ate
 
Ph
os
ph
oe
no
lpy
ruv
ate
 
Nu
cle
os
ide
 tr
iph
os
ph
ate
 
Nu
cle
oti
de
 
sfc
A 
pp
s 
py
kF
 
ma
zG
 
(S
)-M
ala
te 
Py
ruv
ate
 
(2R
)-2
-H
yd
rox
y-
3-
(ph
o
sp
ho
no
ox
y)-
pro
pa
na
l 
Gl
yc
ero
ne
 ph
os
ph
ate
 
Me
thy
lgl
yo
xa
l 
sfc
A 
dg
oA
 
ga
tY
 
mg
sA
 
(S
)-M
ala
te 
Py
ruv
ate
 
dG
DP
 
Th
ior
ed
ox
in 
Ox
idi
ze
d t
hio
red
ox
in 
sfc
A 
py
kF
 
nrd
A 
nrd
D 
(S
)-M
ala
te 
Py
ruv
ate
 
(2R
)-2
-H
yd
rox
y-
3-
(ph
o
sp
ho
no
ox
y)-
pro
pa
na
l 
D-
Ta
ga
tos
e 1
,6-
bis
ph
os
ph
ate
 
D-
Ta
ga
tos
e 6
-p
ho
sp
ha
te 
sfc
A 
ed
a 
ga
tY
 
pfk
B 
Gl
yc
ero
ne
 
Gl
yc
ero
ne
 ph
os
ph
ate
 
(2R
)-2
-H
yd
rox
y-
3-
(ph
o
sp
ho
no
ox
y)-
pro
pa
na
l 
3-
Ph
os
ph
o-
D-
gly
ce
roy
l p
ho
sp
ha
te 
2,3
-B
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sp
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-g
lyc
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te 
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oA
 
ga
tY
 
ga
pA
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mA
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Ad
en
os
ine
 
Ino
sin
e 
D-
Rib
os
e 1
-p
ho
sp
ha
te 
Ur
idi
ne
 
Cy
tid
ine
 
ad
d 
de
oD
 
ud
p 
cd
d 
(R
)-L
ac
tat
e 
Py
ruv
ate
 
Fo
rm
ate
 
2-
Am
ino
-4
-h
yd
rox
y-
6-
(er
yth
ro-
1,2
,3-
t
rih
yd
rox
yp
rop
yl)
dih
yd
rop
te
rid
ine
 
tri
ph
os
ph
ate
 
2-
Am
ino
-4
-h
yd
rox
y-
6-
(D
-e
ryt
hro
-1
,2,
3-
tri
hy
dro
xy
pro
py
l)-
7,8
-d
ihy
dro
pte
rid
ine
 
ldh
A 
yb
iW
 
fol
E 
ph
oA
 
Or
ot
ate
 
5-
Ph
os
ph
o-
alp
ha
-D
-ri
b
os
e 1
-d
iph
os
ph
ate
 
Hy
po
xa
nth
ine
 
Ino
sin
e 
Ad
en
os
ine
 
py
rE 
hp
t 
de
oD
 
ad
d 
Ur
idi
ne
 
Cy
tid
ine
 
dG
DP
 
Th
ior
ed
ox
in 
Ox
idi
ze
d t
hio
red
ox
in 
cd
d 
ud
k 
nrd
A 
nrd
D 
Xa
nth
ine
 
Gu
an
ine
 
D-
Rib
os
e 1
-p
ho
sp
ha
te 
Ur
idi
ne
 
Cy
tid
ine
 
gu
aD
 
de
oD
 
ud
p 
cd
d 
(S
)-L
ac
tal
de
hy
de
 
Gl
yc
ero
ne
 ph
os
ph
ate
 
(2R
)-2
-H
yd
rox
y-
3-
(ph
o
sp
ho
no
ox
y)-
pro
pa
na
l 
2-
De
ox
y-
D-
rib
os
e 5
-p
ho
sp
ha
te 
2-
De
ox
y-
D-
rib
os
e 
1-
ph
os
ph
ate
 
fuc
A 
ga
tY
 
de
oC
 
de
oB
 
             
 
1
3
7
 /
 1
4
6
 
T
ab
le
 5
. 
 
エ
タ
ノ
ー
ル
ス
ト
レ
ス
に
よ
っ
て
発
現
量
が
低
下
し
た
遺
伝
子
を
多
く
含
む
部
分
ネ
ッ
ト
ワ
ー
ク
 
代
謝
分
子
名
 
  
  
  
  
遺
伝
子
名
 
  
  
Py
ruv
ate
 
L-
Cy
ste
ine
 
L-
Gl
uta
ma
te 
Ca
rba
mo
yl 
ph
os
ph
ate
 
L-
Or
nit
hin
e 
ma
lY 
gs
hA
 
ca
rA
 
arg
F 
Py
ruv
ate
 
L-
Gl
uta
ma
te 
Ca
rba
mo
yl 
ph
os
ph
ate
 
L-
Ci
tru
llin
e 
L-
As
pa
rta
te 
trp
D 
ca
rA
 
arg
F 
arg
G 
Py
ruv
ate
 
L-
Gl
uta
ma
te 
L-
His
tid
ino
l p
ho
sp
ha
te 
L-
His
tid
ino
l 
L-
His
tid
ine
 
trp
D 
his
C 
his
B 
his
D 
L-
Gl
uta
ma
te 
L-
Gl
uta
mi
ne
 
Ca
rba
mo
yl 
ph
os
ph
ate
 
L-
Or
nit
hin
e 
N2
-A
ce
tyl
-L
-
orn
ith
ine
 
glt
B 
ca
rA
 
arg
F 
arg
E 
L-
Gl
uta
ma
te 
L-
Gl
uta
mi
ne
 
5-
Ph
os
ph
o-
alp
ha
-D
-ri
bo
se
 
1-
dip
ho
sp
ha
te 
Ph
os
ph
ori
bo
sy
l-A
TP
 
Ph
os
ph
ori
bo
sy
l-A
MP
 
gln
A 
pu
rF 
his
G 
his
I 
L-
Gl
uta
ma
te 
be
ta-
Ala
nin
e 
L-
As
pa
rta
te 
L-
Ci
tru
llin
e 
L-
Or
nit
hin
e 
pu
uE
 
pa
nD
 
arg
G 
arg
F 
L-
Gl
uta
ma
te 
5-
Ph
os
ph
o-
alp
ha
-D
-ri
bo
se
 
1-
dip
ho
sp
ha
te 
1-
(5-
Ph
os
ph
ori
bo
sy
l)-
5-
am
ino
-4
-i
mi
da
zo
lec
arb
ox
am
ide
 
Te
tra
hy
dro
fol
ate
 
5-
Me
thy
lte
tra
hy
dro
fol
ate
 
pu
rF 
ap
t 
pu
rH
 
me
tH
 
UD
Pg
luc
os
e 
alp
ha
,al
ph
a-
Tr
eh
alo
se
 
6-
ph
os
ph
ate
 
alp
ha
,al
ph
a-
Tr
eh
alo
se
 
D-
Gl
uc
os
e 
D-
Gl
uc
on
o-
1,
5-
lac
ton
e 
ots
A 
ots
B 
tre
A 
gc
d 
Gl
yc
ine
 
5-
Ph
os
ph
ori
bo
sy
lam
ine
 
L-
Gl
uta
ma
te 
L-
Gl
uta
mi
ne
 
Ca
rba
mo
yl 
ph
os
ph
ate
 
pu
rD
 
pu
rF 
gln
A 
ca
rA
 
Gl
yc
ine
 
5-
Ph
os
ph
ori
bo
sy
lam
ine
 
L-
Gl
uta
ma
te 
L-
His
tid
ino
l p
ho
sp
ha
te 
L-
His
tid
ino
l 
pu
rD
 
pu
rF 
his
C 
his
B 
L-
As
pa
rta
te 
L-
Gl
uta
ma
te 
L-
His
tid
ino
l p
ho
sp
ha
te 
L-
His
tid
ino
l 
L-
His
tid
ine
 
as
pC
 
his
C 
his
B 
his
D 
L-
As
pa
rta
te 
be
ta-
Ala
nin
e 
L-
Gl
uta
ma
te 
L-
His
tid
ino
l p
ho
sp
ha
te 
L-
His
tid
ino
l 
pa
nD
 
pu
uE
 
his
C 
his
B 
L-
As
pa
rta
te 
Fu
ma
rat
e 
N-
(L-
Ar
gin
ino
)su
cc
ina
te 
L-
Ci
tru
llin
e 
L-
Or
nit
hin
e 
as
pA
 
arg
H 
arg
G 
arg
F 
L-
As
pa
rta
te 
Ca
rba
mo
yl 
ph
os
ph
ate
 
L-
Gl
uta
ma
te 
5-
Ph
os
ph
o-
alp
ha
-D
-ri
bo
se
 
1-
dip
ho
sp
ha
te 
Ph
os
ph
ori
bo
sy
l-A
TP
 
py
rB
 
ca
rA
 
pu
rF 
his
G 
UD
P-
D-
ga
lac
to
se
 
UD
Pg
luc
os
e 
alp
ha
,al
ph
a-
Tr
eh
alo
se
 6-
ph
os
ph
ate
 
D-
Gl
uc
os
e 
D-
Gl
uc
on
o-
1,
5-
lac
ton
e 
ga
lE 
ots
A 
tre
C 
gc
d 
L-
Se
rin
e 
O-
Ph
os
ph
o-
L-
se
rin
e 
L-
Gl
uta
ma
te 
Ca
rba
mo
yl 
ph
os
ph
ate
 
L-
Or
nit
hin
e 
se
rB
 
se
rC
 
ca
rA
 
arg
F 
L-
Or
nit
hin
e 
Ca
rba
mo
yl 
ph
os
ph
ate
 
L-
Gl
uta
ma
te 
L-
Gl
uta
mi
ne
 
5-
Ph
os
ph
ori
bo
sy
l-N
-fo
rm
ylg
l
yc
ina
mi
de
 
arg
F 
ca
rA
 
glt
B 
pu
rL 
L-
Or
nit
hin
e 
Ca
rba
mo
yl 
ph
os
ph
ate
 
L-
Gl
uta
ma
te 
4-
Am
ino
bu
tan
oa
te 
4-
Am
ino
bu
tan
al 
arg
F 
ca
rA
 
ga
dB
 
yd
cW
 
1
3
8
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 1
4
6
 
T
ab
le
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エ
タ
ノ
ー
ル
ス
ト
レ
ス
に
よ
っ
て
発
現
量
が
低
下
し
た
遺
伝
子
を
多
く
含
む
部
分
ネ
ッ
ト
ワ
ー
ク
（
続
き
）
 
 
 
 
 
代
謝
分
子
名
 
  
  
  
  
遺
伝
子
名
 
  
  
L-
Or
nit
hin
e 
Ca
rba
mo
yl 
ph
os
ph
ate
 
L-
Gl
uta
ma
te 
L-
As
pa
rta
te 
Fu
ma
rat
e 
arg
F 
ca
rA
 
as
nB
 
as
pA
 
L-
Or
nit
hin
e 
Ca
rba
mo
yl 
ph
os
ph
ate
 
L-
Gl
uta
ma
te 
5-
Ph
os
ph
o-
alp
ha
-D
-ri
bo
se
 
1-
dip
ho
sp
ha
te 
Ad
en
ine
 
arg
F 
ca
rA
 
pu
rF 
ap
t 
L-
Or
nit
hin
e 
Ca
rba
mo
yl 
ph
os
ph
ate
 
L-
Gl
uta
ma
te 
L-
Le
uc
ine
 
L-
Le
uc
yl-
tR
N
A 
arg
F 
ca
rA
 
ilvE
 
leu
S 
L-
Or
nit
hin
e 
Ca
rba
mo
yl 
ph
os
ph
ate
 
L-
As
pa
rta
te 
Fu
ma
rat
e 
(S
)-M
ala
te 
arg
F 
py
rB
 
as
pA
 
fum
C 
L-
Or
nit
hin
e 
L-
Ci
tru
llin
e 
L-
As
pa
rta
te 
Fu
ma
rat
e 
(S
)-M
ala
te 
arg
F 
arg
G 
as
pA
 
fum
C 
L-
Tr
yp
to
ph
an
 
Py
ruv
ate
 
L-
Gl
uta
mi
ne
 
L-
Gl
uta
ma
te 
L-
His
tid
ino
l 
ph
os
ph
ate
 
tna
A 
trp
D 
ca
rA
 
his
C 
Te
tra
hy
dro
fol
ate
 
10
-F
orm
ylt
et
rah
yd
rof
ola
te 
1-
(5-
Ph
os
ph
ori
bo
sy
l)-
5-
am
ino
-4
-i
mi
da
zo
lec
arb
ox
am
ide
 
5-
Ph
os
ph
o-
alp
ha
-D
-ri
bo
se
 
1-
dip
ho
sp
ha
te 
Ph
os
ph
ori
bo
sy
l-A
TP
 
pu
rT
 
pu
rH
 
ap
t 
his
G 
Te
tra
hy
dro
fol
ate
 
1-
(5-
Ph
os
ph
ori
bo
sy
l)-
5-
am
ino
-4
-im
ida
zo
lec
arb
ox
am
ide
 
5-
Ph
os
ph
o-
alp
ha
-D
-ri
bo
se
 
1-
dip
ho
sp
ha
te 
Ph
os
ph
ori
bo
sy
l-A
TP
 
Ph
os
ph
ori
bo
sy
l-A
MP
 
pu
rH
 
ap
t 
his
G 
his
I 
Fu
ma
rat
e 
N-
(L-
Ar
gin
ino
)su
cc
ina
te 
L-
Ci
tru
llin
e 
L-
Or
nit
hin
e 
N2
-A
ce
tyl
-L
-
orn
ith
ine
 
arg
H 
arg
G 
arg
F 
arg
E 
D-
Gl
uc
on
o-
1,5
-la
cto
ne
 
D-
Gl
uc
os
e 
D-
Gl
uc
os
e 1
-p
ho
sp
ha
te 
AD
Pg
luc
os
e 
Am
ylo
se
 
gc
d 
ag
p 
glg
C 
glg
A 
D-
Gl
uc
on
o-
1,5
-la
cto
ne
 
D-
Gl
uc
os
e 
D-
Gl
uc
os
e 1
-p
ho
sp
ha
te 
UD
Pg
luc
os
e 
UD
P-
D-
ga
lac
t
os
e 
gc
d 
ag
p 
ga
lT 
ga
lE 
Hy
po
xa
nth
ine
 
Ad
en
ine
 
5-
Ph
os
ph
o-
alp
ha
-D
-ri
bo
se
 
1-
dip
ho
sp
ha
te 
Ph
os
ph
ori
bo
sy
l-A
TP
 
Ph
os
ph
ori
bo
sy
l-A
MP
 
ad
e 
ap
t 
his
G 
his
I 
4-
Am
ino
bu
tan
oa
te 
L-
Gl
uta
ma
te 
L-
Gl
uta
mi
ne
 
5-
Ph
os
ph
o-
alp
ha
-D
-ri
bo
se
 
1-
dip
ho
sp
ha
te 
Ph
os
ph
ori
bo
sy
l-A
TP
 
ga
dB
 
gln
A 
pu
rF 
his
G 
(S
)-D
ihy
dro
oro
tat
e 
Or
ot
ate
 
5-
Ph
os
ph
o-
alp
ha
-D
-ri
bo
se
 
1-
dip
ho
sp
ha
te 
Ph
os
ph
ori
bo
sy
l-A
TP
 
Ph
os
ph
ori
bo
sy
l-A
MP
 
py
rD
 
py
rE 
his
G 
his
I 
Cy
to
sin
e 
Ur
ac
il 
5-
Ph
os
ph
o-
alp
ha
-D
-ri
bo
se
 
1-
dip
ho
sp
ha
te 
Ph
os
ph
ori
bo
sy
l-A
TP
 
Ph
os
ph
ori
bo
sy
l-A
MP
 
co
dA
 
up
p 
his
G 
his
I 
Gu
an
os
ine
 
Gu
an
ine
 
5-
Ph
os
ph
o-
alp
ha
-D
-ri
bo
se
 
1-
dip
ho
sp
ha
te 
Ph
os
ph
ori
bo
sy
l-A
TP
 
Ph
os
ph
ori
bo
sy
l-A
MP
 
rih
B 
gp
t 
his
G 
his
I 
1
3
9
 /
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4
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T
ab
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エ
タ
ノ
ー
ル
ス
ト
レ
ス
に
よ
っ
て
発
現
量
が
低
下
し
た
遺
伝
子
を
多
く
含
む
部
分
ネ
ッ
ト
ワ
ー
ク
（
続
き
）
 
 
 
 
代
謝
分
子
名
 
  
  
  
  
遺
伝
子
名
 
  
  
N-
Ca
rba
mo
yl-
L-
as
pa
rta
te 
Ca
rba
mo
yl 
ph
os
ph
ate
 
L-
Ci
tru
llin
e 
L-
As
pa
rta
te 
4-
Ph
os
ph
o-
L-
as
pa
rta
te 
py
rB
 
arg
F 
arg
G 
thr
A 
N-
Ca
rba
mo
yl-
L-
as
pa
rta
te 
Ca
rba
mo
yl 
ph
os
ph
ate
 
L-
Ci
tru
llin
e 
L-
As
pa
rta
te 
Im
ino
as
pa
rta
te 
py
rB
 
arg
F 
arg
G 
na
dB
 
4-
Am
ino
bu
tan
al 
4-
Am
ino
bu
tan
oa
te 
L-
Gl
uta
ma
te 
L-
His
tid
ino
l p
ho
sp
ha
te 
L-
His
tid
ino
l 
yd
cW
 
ga
dB
 
his
C 
his
B 
L-
His
tid
ino
l 
L-
His
tid
ino
l p
ho
sp
ha
te 
L-
Gl
uta
ma
te 
N-
Ac
ety
l-L
-g
lut
am
ate
 
N-
Ac
ety
l-L
-g
l
ut
am
ate
 
5-
ph
os
ph
ate
 
his
B 
his
C 
arg
A 
arg
B 
L-
His
tid
ino
l 
L-
His
tid
ino
l p
ho
sp
ha
te 
L-
Gl
uta
ma
te 
3-
Me
thy
l-2
-o
xo
bu
tan
oa
te 
2-
Iso
pro
py
lm
al
ate
 
his
B 
his
C 
ilvE
 
leu
A 
       
 
1
4
0
 /
 1
4
6
 
T
ab
le
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適
応
株
に
お
い
て
発
現
量
が
上
昇
し
て
い
た
遺
伝
子
を
多
く
含
む
部
分
ネ
ッ
ト
ワ
ー
ク
 
代
謝
分
子
名
 
  
  
  
  
遺
伝
子
名
 
 
 
Py
ruv
ate
 
L-
Gl
uta
ma
te 
3-
Me
thy
l-2
-o
xo
bu
tan
oa
te 
2-
Iso
pro
py
lm
ala
te 
2-
Iso
pro
py
lm
ale
ate
 
trp
D 
ilvE
 
leu
A 
leu
D 
Py
ruv
ate
 
L-
Gl
uta
mi
ne
 
L-
Gl
uta
ma
te 
3-
Me
thy
l-2
-o
xo
bu
tan
oa
te 
2-
Iso
pro
py
lm
ala
te 
trp
D 
glm
S 
ilvE
 
leu
A 
Py
ruv
ate
 
Iso
ch
ori
sm
ate
 
Ch
ori
sm
ate
 
Pr
ep
he
na
te 
3-
(4-
Hy
dro
xy
ph
en
yl)
py
ruv
ate
 
en
tB
 
en
tC
 
ph
eA
 
tyr
A 
L-
Gl
uta
ma
te 
L-
Gl
uta
mi
ne
 
Py
ruv
ate
 
2,3
-D
ihy
dro
-2
,3-
dih
yd
rox
yb
en
zo
ate
 
2,3
-D
ihy
dro
xy
be
nz
oa
te 
as
nB
 
trp
D 
en
tB
 
en
tA
 
L-
Gl
uta
ma
te 
L-
Gl
uta
mi
ne
 
Py
ruv
ate
 
(S
)-2
-A
ce
to
lac
tat
e 
3-
Hy
dro
xy
-3
-m
eth
yl-
2
-o
xo
bu
tan
oa
te 
glm
S 
trp
D 
ilvI
 
ilvC
 
L-
Gl
uta
ma
te 
3-
Me
thy
l-2
-o
xo
bu
tan
oa
te 
Py
ruv
ate
 
2,3
-D
ihy
dro
-2
,3-
dih
yd
rox
yb
en
zo
ate
 
2,3
-D
ihy
dro
xy
be
nz
oa
te 
ilvE
 
av
tA
 
en
tB
 
en
tA
 
Gl
yc
ine
 
L-
Cy
ste
ine
 
Py
ruv
ate
 
2,3
-D
ihy
dro
-2
,3-
dih
yd
rox
yb
en
zo
ate
 
2,3
-D
ihy
dro
xy
be
nz
oa
te 
pe
pN
 
ma
lY 
en
tB
 
en
tA
 
Gl
yc
ine
 
L-
Se
rin
e 
L-
Tr
yp
to
ph
an
 
Py
ruv
ate
 
Iso
ch
ori
sm
ate
 
gly
A 
trp
A 
tna
A 
en
tB
 
Gl
yc
ine
 
5-
Ph
os
ph
ori
bo
sy
lam
ine
 
L-
Gl
uta
ma
te 
Py
ruv
ate
 
Iso
ch
ori
sm
ate
 
pu
rD
 
pu
rF 
trp
D 
en
tB
 
UD
P-
N-
ac
ety
l-D
-g
luc
os
am
ine
 
Ph
os
ph
oe
no
lpy
ruv
ate
 
Py
ruv
ate
 
2,3
-D
ihy
dro
-2
,3-
dih
yd
rox
yb
en
zo
ate
 
2,3
-D
ihy
dro
xy
be
nz
oa
te 
mu
rA
 
pp
s 
en
tB
 
en
tA
 
L-
As
pa
rta
te 
L-
Gl
uta
ma
te 
L-
Gl
uta
mi
ne
 
Py
ruv
ate
 
Iso
ch
ori
sm
ate
 
as
pC
 
glm
S 
trp
D 
en
tB
 
L-
As
pa
rta
te 
Ca
rba
mo
yl 
ph
os
ph
ate
 
L-
Gl
uta
ma
te 
Py
ruv
ate
 
Iso
ch
ori
sm
ate
 
py
rB
 
ca
rA
 
trp
D 
en
tB
 
L-
As
pa
rta
te 
Pr
ep
he
na
te 
Ch
ori
sm
ate
 
Py
ruv
ate
 
Iso
ch
ori
sm
ate
 
tyr
B 
ph
eA
 
trp
D 
en
tB
 
Fo
rm
ate
 
Py
ruv
ate
 
2,3
-D
ihy
dro
-2
,3-
dih
yd
rox
yb
en
zo
ate
 
2,3
-D
ihy
dro
xy
be
nz
oa
te 
(2,
3-
Dih
yd
rox
yb
en
zo
yl)
ad
en
yla
te 
yb
iW
 
en
tB
 
en
tA
 
en
tE 
Fo
rm
ate
 
10
-F
orm
ylt
et
rah
yd
rof
ola
te 
L-
Gl
uta
ma
te 
Py
ruv
ate
 
Iso
ch
ori
sm
ate
 
fol
D 
fol
C 
trp
D 
en
tB
 
L-
Se
rin
e 
O-
Ph
os
ph
o-
L-
se
rin
e 
L-
Gl
uta
ma
te 
Py
ruv
ate
 
Iso
ch
ori
sm
ate
 
se
rB
 
se
rC
 
trp
D 
en
tB
 
L-
Se
rin
e 
L-
Tr
yp
to
ph
an
 
Py
ruv
ate
 
L-
Gl
uta
ma
te 
L-
Le
uc
ine
 
trp
A 
tna
A 
trp
D 
ilvE
 
L-
Se
rin
e 
L-
Tr
yp
to
ph
an
 
Py
ruv
ate
 
2,3
-D
ihy
dro
-2
,3-
dih
yd
rox
yb
en
zo
ate
 
2,3
-D
ihy
dro
xy
be
nz
oa
te 
trp
A 
tna
A 
en
tB
 
en
tA
 
L-
Se
rin
e 
(2R
)-2
-H
yd
rox
y-
3-
(ph
os
p
ho
no
ox
y)-
pro
pa
na
l 
Py
ruv
ate
 
L-
Gl
uta
ma
te 
L-
Le
uc
ine
 
trp
A 
dg
oA
 
trp
D 
ilvE
 
1
4
1
 /
 1
4
6
 
T
ab
le
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. 
 
適
応
株
に
お
い
て
発
現
量
が
上
昇
し
て
い
た
遺
伝
子
を
多
く
含
む
部
分
ネ
ッ
ト
ワ
ー
ク
（
続
き
）
 
 
 
 
代
謝
分
子
名
 
  
  
  
  
遺
伝
子
名
 
  
  
L-
Se
rin
e 
(2R
)-2
-H
yd
rox
y-
3-
(ph
os
p
ho
no
ox
y)-
pro
pa
na
l 
Py
ruv
ate
 
2,3
-D
ihy
dro
-2
,3-
dih
yd
rox
yb
en
zo
ate
 
2,3
-D
ihy
dro
xy
be
nz
oa
te 
trp
A 
dg
oA
 
en
tB
 
en
tA
 
L-
Tr
yp
to
ph
an
 
Py
ruv
ate
 
L-
Gl
uta
mi
ne
 
L-
Gl
uta
ma
te 
L-
Le
uc
ine
 
tna
A 
trp
D 
ca
rA
 
ilvE
 
L-
Cy
ste
ine
 
Me
rca
pto
py
ruv
ate
 
Py
ruv
ate
 
2,3
-D
ihy
dro
-2
,3-
dih
yd
rox
yb
en
zo
ate
 
2,3
-D
ihy
dro
xy
be
nz
oa
te 
as
pC
 
ss
eA
 
en
tB
 
en
tA
 
be
ta-
Ala
nin
e 
L-
Gl
uta
ma
te 
L-
Gl
uta
mi
ne
 
Py
ruv
ate
 
Iso
ch
ori
sm
ate
 
pu
uE
 
py
rG
 
trp
D 
en
tB
 
Te
tra
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謝申し上げます。分析機器の使用にあたり御協力頂き、測定方法や結果の解釈などに関
して御助言を頂きました三井化学株式会社の白井智量博士ならびに代謝情報工学講座
の森英詞氏に心より感謝申し上げます。研究生活において数多くの面でお世話になりま
した代謝情報工学講座の皆様に心より感謝申し上げます。 
 最後に、長年にわたる大学生活を精神的、経済的に支えて下さった両親に心より感謝
致します。 
 
